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I. Povzetek 
osuvastatin spada v skupino statinov, zdravil za zdravljenje hiperlipidemije. 
Fiziološke ravni lipidov v krvi so pomemben dejavnik pri preprečevanju 
kardiovaskularnih bolezni. Statini so inhibitorji HMG-CoA reduktaze, encima v 
jetrih, ki sodeluje pri tvorbi holesterola. Rosuvastatin so patentirali v devetdesetih letih, 
odobrili za prodajo v ZDA leta 2003, od leta 2016 pa je na voljo tudi kot generično zdravilo. 
Veliko statinov, predvsem rosuvastatin, spada med najbolje prodajana zdravila na svetu. 
Strukturno je rosuvastatin zelo podoben ostalim sinteznim statinom, z izjemo sulfonamidne 
skupine, ki je prisotna le v rosuvastatinu. 
 
Cilj te magistrske naloge je bil optimizacija metode za ugotavljanje vsebnosti nečistote L v 
kalcijevem rosuvastatinatu. 
 
V začetnih fazah smo metodo skušali optimizirati z uporabo različnih kolon, nadaljevali smo 
s spremembo osnovnih kromatografskih pogojev (delež mobilnih faz, temperatura kolone, 
pretok). Ko tudi s spremembo kromatografskih pogojev nismo dobili želenih rezultatov, smo 
se lotili korenitejših sprememb: sprememba topila, sprememba sestave mobilne faze, 
zamenjava UPLC, ki ima binarno črpalko, za sistem UHPLC, ki ima kvartarno črpalko. 
 
Ko smo odkrili ustrezno metodo, ki je imela zadostno resolucijo in občutljivost, smo jo delno 
validirali. Preverili smo najpomembnejše validacijske parametre; mejo vrednotenja, 
linearnost, natančnost, točnost, faktor odzivnosti in stabilnost vzorcev. 
 
Z validacijo smo potrdili, da je nova metoda ustrezna za rutinsko uporabo. 
 
 
 
 
 
 
 
Ključne besede: rosuvastatin, statini, tekočinska kromatografija, nečistota L, optimizacija, 
validacija 
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II. Abstract 
osuvastatin belongs to a group of medicines called statins. They are prescribed to 
treat hyperlipidemia. Physiological levels of lipids in blood are an important 
aspect in prevention of cardiovascular diseases. Statins are HMG-CoA reductase 
inhibitors, liver enzyme taking part in cholesterol production. Rosuvastatin was patented in 
the nineties and approved for sale in the United States in 2003. Since 2016 rosuvastatin is 
available as a generic drug. Statins and especially rosuvastatin, are one of the most successful 
and profitable drugs worldwide. Structurally rosuvastatin is very similar to other synthetic 
statins with the exception of a sulfonamide functional group, present only in rosuvastatin. 
 
The goal of this thesis was optimization of a method for determination of the impurity L in 
rosuvastatin calcium.  
 
In the early stages we tried to optimize the method by using a variety of columns. Then we 
tried changing basic chromatographic conditions (mobile phase proportion, column 
temperature, flow). When also these changes did not yield satisfactory results, we opted for 
more radical modifications: solvent substitution, mobile phase composition, transition from 
UPLC (with binary pump) to UHPLC system (with quarternary pump). 
 
When we obtained a suitable method with satisfactory resolution and sensitivity we 
performed its partial validation. We investigated basic validation parameters; limit of 
quantification, linearity, precision, accuracy, response factor and sample stability. 
 
Validation confirmed that the new method is suitable for routine use. 
 
 
 
 
 
 
 
Key words: rosuvastatin, statins, liquid chromatography, impurity L, optimization, 
validation 
R 
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III. Seznam okrajšav 
 ACN: acetonitril 
 ATC: anatomsko-terapevtsko-kemični klasifikacijski sistem 
 AU: enota absorbance 
 CYP: citokrom P450 
 DPV: dodatno prečiščena voda 
 FO: faktor odzivnosti 
 HDL: lipoprotein visoke gostote 
 HMG-CoA: 3-hidroksi-3-metilglutaril-koencim A, tudi β-hidroksi β-metilglutaril-
koencim A 
 HPLC: tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (high performance liquid 
chromatography) 
 Imp. L: nečistota L 
 LDL: lipoprotein nizke gostote 
 LoD: meja zaznave (angl. limit of detection) 
 log P: particijski koeficient  
 LoQ: meja vrednotenja (angl. limit of quantitation) 
 MeOH: metanol 
 MFA: mobilna faza A 
 MFB: mobilna faza B 
 N: število teoretskih podov 
 PDA: detektor z nizom fotodiod (Photodiode Array Detector) 
 PFP: pentafluorofenil 
 pH: negativni dekadični logaritem koncentracije oksonijevih ionov 
 pKa: disociacijska konstanta kisline 
 PTFE: politetrafluoroetilen 
 PVDF: polivinilidenfluorid 
 R: resolucija 
 REF: kataloška številka 
 RSV: rosuvastatin 
 S/N: razmerje signal:šum (angl. signal-to-noise ratio) 
 SN: serijska številka 
 T: faktor simetrije vrhov 
 TFA: trifluorocetna kislina 
 THF: tetrahidrofuran  
 tR: retencijski čas 
 UHPLC: tekočinska kromatografija zelo visoke ločljivosti (ultra high performance 
liquid chromatography) 
 UPLC®: Ultra Performance Liquid Chromatography 
 VLDL: lipoprotein z zelo nizko gostoto 
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1. Uvod 
1.1. Statini 
1.1.1. Osnove 
Statini so skupina zdravil za nižanje koncentracije lipidov v krvi, prav tako pa preprečujejo 
pojav kardiovaskularnih boleznih in smrtnost zaradi njih (1,2). Danes je na tržišču več 
statinov: atorvastatin, fluvastatin, pitavastatin, pravastatin, rosuvastatin in drugi (3). Statini 
so med najpogosteje predpisanimi zdravili na svetu (4). Že leta 2008 je bilo prodanih za 30 
milijard ameriških dolarjev statinov, kar jih uvršča na drugo mesto po prodaji izmed vseh 
skupin zdravil (5). Ker so kardiovaskularne bolezni eden od glavnih vzrokov za smrtnost v 
razvitem svetu, njihova incidenca pa bo še naraščala (6), ne čudi, da so statini vedno bolj 
priljubljena zdravila. Ker masa letno proizvedenih statinov presega več deset ton, 
proizvajalci iščejo načine za optimizacijo proizvodnje, da bi dosegli višje izkoristke oziroma 
še učinkovitejše statine. Tako so se statini razvijali iz naravnih, preko polsinteznih, do 
popolnoma sintetiziranih oziroma t.i. super-statinov (5). 
 
1.1.2. Odkritje in delovanje 
Ker je encim 3-hidroksi-3-metilglutaril-koencim A [HMG-CoA] reduktaza hitrost-
omejujoči člen v sintezi holesterola, so znanstveniki začeli iskati inhibitor tega encima (7). 
Prvega, danes znanega kot mevastatin, so izolirali v začetku sedemdesetih let 20. stoletja iz 
glive Penicillium citrinum. Za to so potrebovali dve leti in 6000 različnih mikrobov (8). Do 
konca desetletja so dokazali, da je mevastatin zelo učinkovit v zniževanju LDL-holesterola 
pri bolnikih s primarno hiperholesterolemijo. Po poskusih na živalih sta Endo in Yamamoto 
leta 1978 dokazala, da mevastatin drastično zniža plazemski holesterol pri bolnikih z resno 
hiperholesterolemijo. Že istega leta so se začele klinične študije, ki so pokazale, da 
mevastatin zniža skupni in LDL-holesterol za 20-40 % brez resnih neželenih učinkov (9,10). 
Odkritje mevastatina je utrlo pot nadaljnjemu razvoju njegovih analogov. Do danes je kot 
zdravilo odobrenih več statinov, ki jih uporabljajo milijoni bolnikov po vsem svetu, saj so 
srčno-žilne bolezni glavni vzrok smrti v zahodnem svetu. Del molekule mevastatina deluje 
kot kompetitivni inhibitor HMG CoA, ki je substrat v reakciji, ki jo katalizira reduktaza 
HMG CoA. V tej reakciji se HMG CoA reducira do mevalonata, ki je prekurzor holesterola. 
Ob prisotnosti mevastatina reakcija ne poteče in holesterol se v jetrih ne sintetizira (8,11). 
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To je za nižanje ravni holesterola v krvi ključno, saj je večina cirkulirajočega holesterola 
plod lastne proizvodnje in ne posledica prehranjevanja. Če jetra ne sintetizirajo holesterola, 
se na površini hepatocitov inducira izražanje LDL-receptorjev, ki vežejo LDL-holesterol iz 
krvi in ga prenašajo v hepatocite, zato ga je v krvnem obtoku manj (12). Ker sinteza 
holesterola poteka večinoma ponoči (13), se statine s kratko razpolovno dobo jemlje ponoči, 
da je njihov učinek največji ravno v času sinteze holesterola. Za statine, ki imajo daljšo 
razpolovno dobo (atorvastatin, rosuvastatin), čas zaužitja ne igra vloge pri znižanju 
holesterola (14).  
 
1.1.3. Učinkovitost 
Opravljenih je bilo več študij o učinkovitosti različnih statinov. Za najučinkovitejšega se je 
izkazal rosuvastatin, sledita mu simvastatin in pravastatin. Učinkovitost so merili glede na 
odmerek in odstotek bolnikov, ki so dosegli evropsko mejo LDL-holesterola 3 mmol/L. 
Atorvastatin, ki je med statini najbolj znan in tržno uspešen, ne dosega enake učinkovitosti 
kot novejši statini. V povprečju je rosuvastatin 10 mg znižal vrednosti LDL-holesterola za 
47 %, s povprečne začetne vrednosti 4,81 mmol/L (15). V primerjavi z atorvastatinom je bil 
rosuvastatin znatno učinkovitejši, saj je mejno vrednost 3 mmol/L LDL-holesterola doseglo 
82 % bolnikov, ki so prejemali rosuvastatin 10 mg, medtem ko je le 51 % tistih, ki so 
prejemali atorvastatin 10 mg, doseglo vrednost 3 mmol/L. Podobno lahko ugotovimo ob 
primerjavi rosuvastatina 10 mg s simvastatinom 20 mg oziroma pravastatinom 20 mg. Ciljno 
vrednost 3 mmol/L je z rosuvastatinom 10 mg doseglo 80 % bolnikov, s simvastatinom 
20 mg 48 %, s pravastatinom 20 mg pa le 16 % bolnikov (p < 0,001). Prednost rosuvastatina 
je predvsem v tem, da lahko že z osnovnimi odmerki dosežemo ciljne vrednosti LDL-
holesterola v krvi, s čimer se izognemo povečevanju odmerkov, kar je ugodno za bolnike 
(16). Poleg nižanja vrednosti LDL-holesterola statini tudi višajo vrednosti HDL-holesterola 
(znan tudi kot dobri holesterol) in nižajo trigliceride (17). Poleg neposrednih vplivov na 
holesterol imajo statini še pleiotropne učinke: izboljšajo funkcijo endotelijskih celic, 
uravnavajo vnetne procese in mevalonatno pot (18–20). Obširne klinične študije so pokazale, 
da statini močno znižajo tudi obolevnost in smrtnost pri bolnikih s koronarno srčno 
boleznijo, kakor pri tistih brez nje, prav tako pa zavirajo razvoj ateroskleroze, vseeno pa 
imajo lahko resne neželene učinke (21,22). 
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1.1.4. Kemijske lastnosti statinov 
Pravastatin in simvastatin izvirata iz mikroorganizmov, medtem ko so atorvastatin, 
pitavastatin in rosuvastatin popolnoma sintezni (23). Slika 1 prikazuje njihove strukture. 
Vsako strukturo lahko razdelimo na tri dele: analog HMG CoA – substrata za tarčni encim, 
strukturo hidrofobnih obročev, ki je kovalentno vezana na analog substrata in služi vezavi 
statina na encim, tretji del pa so stranske skupine na obročih, ki določajo kemijske lastnosti 
in s tem farmakokinetiko zdravila (24). Atorvastatin (log P = 5,7) (25) in simvastatin (log 
P = 4,68) (26) sta relativno lipofilni substanci, pravastatin oziroma rosuvastatin pa sta zaradi 
hidroksilne oziroma sulfonamidne skupine bolj hidrofilna (27,28). Simvastatin odmerjamo 
v obliki predzdravila, ki se v telesu encimsko hidrolizira do aktivne oblike (29). Ostale 
statine odmerjamo v že aktivni obliki kot karboksilno kislino (20). Statini se hitro 
absorbirajo, najvišjo plazemsko koncentracijo dosežejo že v štirih urah (14). Z izjemo 
pravastatina so ostali statini v veliki meri vezani na plazemske proteine, in sicer v več kot 
90 %, zato je biološka razpoložljivost prostih statinov dokaj nizka (20). 
 
Slika 1: Različni statini: pravastatinat, simvastatin, atorvastatinat, pitavastatinat, rosuvastatinat 
 
Statini so podvrženi tudi predsistemskemu metabolizmu, tako imenovanemu učinku prvega 
prehoda, kar pomeni, da se velik del statinov metabolizira še pred prihodom v sistemski 
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krvni obtok (30–32). Statine v glavnem presnavljajo citokromi P450 (CYP), razen 
pravastatina in rosuvastatina, ki sta bolj hidrofilna. Lipofilne substance so namreč bolj 
dovzetne za metabolizem preko citokroma P450 (33). Izločanje statinov poteka v glavnem 
preko žolča po metabolizmu v jetrih (34), z izjemo rosuvastatina, ki se izloča nespremenjen 
preko ledvic in jeter. Zato se tudi pri jetrnih bolnikih farmakokinetika rosuvastatina ne 
spremeni (32,35). 
 
1.1.5. Sinteza statinov 
V iskanju učinkovitejših statinov se je njihova sinteza razvijala preko polsinteznih do 
današnjih sinteznih, super-statinov. Glavna strukturna razlika med naravnimi in sinteznimi 
statini je zamenjava dekalinskega obroča s heterocikličnimi motivi (36). Slabosti prvih 
statinov so bili neželeni učinki (mialgija, rabdomioliza, zvišani nivoji jetrnih encimov) (37). 
Strukturne spremembe so znižale lipofilnost statinov in s tem povečale selektivni privzem v 
jetrih, kar pomeni manj neželenih učinkov. Ob višjih odmerkih statinov se namreč pojavi 
mialgija, za katero menijo, da izvira iz metabolizma statinov v mišicah. S spremenjeno 
strukturo statinov in s tem povezano višjo hidrofilnostjo so dosegli višjo afiniteto do 
hepatocitov, s tem manj metabolizma v mišicah in manjšo verjetnost za mialgijo. 
Rosuvastatin je najbolj hidrofilen in zato povzroča najmanj neželenih učinkov. To je v 
skladu s hipotezo, da bolj hidrofilni statini že v osnovi slabše prosto prehajajo membrane, 
zato v hepatocite vstopajo preko aktivnega transporta. Nasprotno hidrofobni statini prosto 
vstopajo v hepatocite in miocite, kjer povzročajo mialgijo in ostale neželene učinke. Zato je 
bil eden glavnih vzrokov za strukturne spremembe prav znižanje lipofilnosti (36). 
1.2. Rosuvastatin 
Rosuvastatin, znan tudi pod zaščitenim imenom Crestor , ki je v obliki kalcijevega 
rosuvastatinata, spada med sintezne statine. Je bel amorfen prah, zmerno topen v vodi in 
metanolu, manj topen je v etanolu. Je hidrofilna snov s particijskim koeficientom 0,13 
(oktanol/voda) pri pH = 7,0. V obliki tablet poleg samega rosuvastatina zdravilo vsebuje še 
pomožne sestavine, kot so laktoza monohidrat, magnezijev stearat, titanijev dioksid in druge. 
Po ATC klasifikaciji spada v kategorijo C10AA07 (C: zdravila za bolezni srca in ožilja; 
C10:zdravila za spreminjanje ravni serumskih lipidov; C10A: zdravila za spreminjanje ravni 
serumskih lipidov, enokomponentna zdravila; C10AA: zaviralci reduktaze HMG CoA; 
C10AA07: rosuvastatin). Mehanizem delovanja rosuvastatina je podoben ostalim statinom; 
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je selektivni in kompetitivni zaviralec reduktaze HMG CoA. Rosuvastatin deluje predvsem 
v jetrih, tarčnem organu nižanja vrednosti holesterola. Na površini celic stimulira zvišanje 
števila jetrnih receptorjev za LDL-holesterol, zveča privzem in katabolizem LDL ter hkrati 
zavira nastajanje VLDL. Njegovi farmakodinamični učinki so: zmanjšanje LDL-holesterola, 
trigliceridov in skupnega holesterola, poviša pa vrednosti HDL-holesterola. Plazemska 
koncentracija rosuvastatina je največja po petih urah. Presnovi se ga le malo, okrog 10 %. Je 
slab substrat za presnovo s citokromom P450. Glavna metabolita sta N-demetilni (50 % 
aktivnosti) in laktonski (klinično neaktiven) metabolit. Z blatom se v nespremenjeni obliki 
izloči 90 % odmerka, preostanek z urinom. Razpolovna doba v plazmi je slabih 20 ur (38–
41). 
Trenutno je rosuvastatin eden najpomembnejših super-statinov. Leta 2013 je bil Crestor® v 
ZDA četrto najbolj prodajano zdravilo (42), vendar mu je leta 2016 potekel patent in na trg 
so že prišle prve generične oblike rosuvastatina podjetij Watson Pharmaceuticals Inc. (43) 
in Mylan (44). Zaradi vstopa generičnih oblik je danes še bolj pomembno in zahtevno 
zagotavljati kakovost, varnost in učinkovitost zdravila.  
 
Ena izmed nečistot rosuvastatina je nečistota L, ki se od molekule rosuvastatina razlikuje le 
v eni dvojni vezi. Zaradi tako majhne razlike med molekulama je potrebno razviti analitsko 
metodo, ki bo zmožna ločiti analita kljub minimalni razliki v njuni strukturi (45). Strukturo 
rosuvastatinata in nečistote L prikazuje Slika 2. 
 
Slika 2: primerjava struktur rosuvastatinata in nečistote L z označeno razliko med molekulama 
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Optimizacija ločbe med vrhovoma rosuvastatina in nečistote L je torej glavni cilj tega 
magistrskega dela.  
 
1.3. HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
1.3.1. Začetki kromatografije  
Princip ločevanja komponent vzorca znotraj kolone je leta 1903 predstavil Mikhail Tswett, 
izraz kromatografija pa se je prvič pojavil šele leta 1906 v njegovih člankih o klorofilu v 
nemški botanični reviji. Prepoznavnost Tswettovih odkritij je zaviralo več dejavnikov. 
Prvotno je pisal le v ruščini, drugi znanstveniki niso uspeli ponoviti njegovih poskusov, 
sledila je tudi svetovna vojna. Šele, ko sta Martin in Synge leta 1952 dobila Nobelovo 
nagrado za kemijo, za odkritje porazdelitvene kromatografije, se je razvoj kromatografije 
močno pospešil. Danes je HPLC polno razvita in nepogrešljiva metoda na številnih področjih 
(46–48). 
 
1.3.2. Osnove metode 
HPLC je postala vsestranska in zelo razširjena analitska metoda. Omogoča fizično ločevanje, 
zaznavo in kvantifikacijo posameznih analitov v bioloških, organskih ter anorganskih 
vzorcih. Ločevanje dosežemo z različnimi interakcijami med analiti v tekoči mobilni fazi s 
stacionarno fazo (49). Glede na moč in vrsto kemijskih in fizikalnih interakcij je zadrževanje 
(retencija) analitov v stacionarni fazi različno dolgo in za vsak analit značilno, zato jih lahko 
z detektorjem zaznamo ločeno, brez medsebojnega prekrivanja, za kar pa moramo 
vzpostaviti optimalne pogoje. Pomembno vlogo pri zadrževanju analitov v stacionarni fazi 
igra polarnost. V bolj polarni stacionarni fazi se bodo bolje zadrževali polarni analiti, zaradi 
nepolarnosti mobilne faze. Na to nas spomni latinski rek »similia similibus solvuntur« (v 
prevodu »podobno topi podobno«), kar pomeni, da se polarni analiti topijo v polarnih topilih, 
enako velja za nepolarna topila in nepolarne analite. Najpogosteje uporabljamo 
reverznofazno HPLC, pri kateri med analiti prevladujejo hidrofobne interakcije. Stacionarna 
faza je nepolarna, mobilna pa polarna. Zato se bodo najprej eluirali polarni analiti, ki bodo 
do detektorja prišli raztopljeni v polarni mobilni fazi. Normalnofazna HPLC deluje po 
podobnem, a obrnjenem principu. Pri tej so mobilne faze nepolarne (heksan, heptan) z 
majhnim dodatkom polarnega modifikatorja (etanol, metanol), s katerim lahko uravnavamo 
retencijo analita v koloni. Ker prevladujejo polarne interakcije – delci stacionarne faze imajo 
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mnogo  polarnih –OH skupin – lahko že 1 volumski odstotek občutno vpliva na retencijo 
(50,51). Daleč najpogostejša izvedba je reverznofazna HPLC, ki je uporabljena v skoraj 90 
% vseh kromatografskih analiz vzorcev nizkih molekulskih mas. Eden od vzrokov za tako 
prevlado je zmožnost separacije zelo podobnih si substanc. To omogočajo šibke sile, ki 
omogočajo separacijo. Majhne spremembe v šibkih (hidrofobnih, van der Waalsovih) 
interakcijah so namreč bolj občutne, kot majhne spremembe pri močnejših (polarnih) 
interakcijah (50). 
 
1.3.3. Sestava HPLC sistema 
Glavni sestavni deli tipičnega HPLC sistema so črpalka, injektor, kolona in detektor. Slika 
3 prikazuje sestavo tipičnega HPLC sistema. 
 
Črpalka – srce HPLC sistema – zagotavlja stalen pretok mobilne faze skozi kolono, obenem 
pa zagotavlja nastavljeno razmerje mobilnih faz. Črpalke pogosto vsebujejo tudi 
razplinjevalnik. Če so namreč prisotni zračni mehurčki, se hitro pojavi nihanje v tlaku. 
Črpalka poleg razmerja mobilnih faz ustvarja tudi visok tlak, celo preko 1000 bar, saj mora 
tok mobilne faze premagovati upor, ki ga vrši stacionarna faza v koloni. Manjši kot so delci 
v stacionarni fazi, višji tlaki so potrebni za premagovanje tega upora (52). 
 
Injektor z avtomatskim vzorčevalnikom omogoča točno in natančno injiciranje vzorca v 
sistem. Ker je kromatografija neprekinjen proces, je vsak vnos vzorca v sistem motnja, ki 
lahko vznemiri trenutne in občutljive pogoje ločbe. Vnos vzorca mora biti zato čim hitrejši 
in v čim manjšem volumnu (51,52). 
 
Kolona je ključni element sistema, saj edino v njej poteka ločevanje analitov v vzorcu. Le v 
koloni je mobilna faza v interakciji s stacionarno fazo. K procesu separacije pripomore več 
dejavnikov v koloni. Najprej opazimo dolžino kolone, ki se navadno giblje med 50 in 250 
mm. Daljša kolona pripomore k večjim padcem tlaka, krajše kolone pa nimajo sposobnosti 
popolne separacije. Poleg dolžine je tu še notranji premer kolone, katerega vrednost je nekaj 
milimetrov, najpogosteje 4,6 mm. Najpomembneje na separacijo vpliva skupna površina 
delcev stacionarne faze. Ti so veliki le nekaj mikrometrov, zato je celotna površina 
precejšnja. Na uspešnost separacije močno vpliva tudi temperatura kolone. Zaradi okoljskih 
temperaturnih nihanj je dobro imeti kolono v termostatu, da zagotovimo konstantno 
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temperaturo in s tem ponovljive analize. Trenutni razvoj kolon se osredotoča na izboljšanje 
interakcij med fazama (46,49–51). 
 
Slika 3: Shema HPLC sistema 
 
Detektorji najpogosteje temeljijo na kontinuiranem merjenju fizikalnih količin: absorbance, 
fluorescence ali lomnega količnika. Daleč najpogostejši so UV-VIS detektorji. Ločimo jih 
po občutljivosti, selektivnosti in območju linearnosti. Princip, po katerem lahko 
kvantificiramo zaznane analite, predpisuje Beer-Lambertov zakon. Povezuje absorbanco in 
koncentracijo merjenega analita, prikazuje pa jo Enačba 1. 
 
Enačba 1: Beer-Lambertov zakon 
𝐴 =   𝑏 𝑐 
 
kjer je A = absorbanca,  = ekstinkcijski koeficient, b = dolžina poti svetlobe skozi raztopino, 
c = koncentracija te raztopine. Detektor torej zaznano fizikalno količino pretvori v električni 
signal, ki ga preučujemo preko programske opreme na računalniku (46,49–52). 
 
1.3.4. Teorija kromatografske separacije 
Lastnosti procesov, ki potekajo v sistemu, opisujemo s sledečimi izrazi:  
 Retencijski čas (tr): čas, ki ga spojina potrebuje od injektorja do detektorja. 
 Mrtvi čas (t0): čas potovanja mobilne faze in spojin, ki se v koloni ne zadržijo, od 
injektorja do detektorja. 
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 Ločljivost (resolucija, R): opisuje kakovost ločbe med analitoma oziroma razmik 
med posameznimi kromatografskimi vrhovi. Za dobro ločljivost mora biti R vsaj 1,5. 
Ločljivost mora biti dovolj velika, ne čim večja. Enačba 2 prikazuje izračun 
ločljivosti. 
 
Enačba 2: izračun ločljivosti med dvema kromatografskima vrhovoma 
𝑅 =  
2 [(𝑡𝑅)𝐵 − (𝑡𝑅)𝐴] 
𝑊𝐵 +  𝑊𝐴
 
 
kjer je tR retencijski čas, W pa širina vrha analitov A in B. 
 
 Število teoretskih podov (N): izraža učinkovitost kolone. Predstavlja število 
prehodov snovi med mobilno in stacionarno fazo. Izračun števila teoretskih podov 
prikazuje Enačba 3. 
 
Enačba 3: izračun števila teoretskih podov 
𝑁 = 16 (
𝑡𝑅
𝑊
)
2
 
 
kjer je tR retencijski čas, W pa širina vrha analita. 
 
 Retencijski faktor (k’): je razmerje med retencijskim časom določenega analita in 
retencijskim časom topila (53). Enačba 4 prikazuje izračun retencijskega faktorja 
analita. 
 
Enačba 4: izračun retencijskega faktorja analita 
𝑘′𝐴 =
(𝑡𝐴 −  𝑡0)
𝑡0
 
 
 Faktor simetrije vrhov (T): razmerje med razdaljama od navpičnice z vrha 
kromatografskega vrha do vsakega presečišča s kromatogramom na 10 % višine vrha 
(razmerje med BC in CA, Slika 4) (54). 
 
 10 
 
 
Slika 4: prikaz faktorja simetrije (T) 
 
Poleg omenjenih pojmov jih obstaja še več, vendar pa že z rahlimi vplivi na zgoraj omenjene 
lahko občutno izboljšamo in optimiziramo proces separacije, za kar moramo poznati 
kemijsko in fizikalno ozadje, ki pogojuje, kako se bodo posamezni parametri spreminjali. 
 
1.3.5. Primerjava sistemov tekočinske kromatografije 
Napredek HPLC sistemov je izredno hiter. Izboljšujejo se prav vsi elementi, ki sestavljajo 
HPLC sistem. Detektorji postajajo občutljivejši, črpalke dosegajo višje tlake, kolone imajo 
manjše delce in vse to pripomore h kvalitetnejšim in točnejšim analizam. Nekatere izboljšave 
so tako pomembne, da se klasičen HPLC sistem po njihovi vpeljavi že precej razlikuje od 
osnovnega. Tako danes sistemi brez težav dosegajo tlake do 18.000 psi (pribl. 1.200 bar), 
medtem ko klasični HPLC sistemi dosegajo do 5.000 psi (pribl. 350 bar). Te sisteme, ki 
dosegajo tako visoke tlake, imenujemo UHPLC (angl. ultra-high-performance liquid 
chromatography). Poleg višjih tlakov imajo UHPLC sistemi tudi druge izboljšave v 
primerjavi s klasičnim HPLC sistemom. Kolone pri UHPLC so v splošnem manjših dimenzij 
(50 × 2,1 mm pri UHPLC, 250 × 4,6 mm pri HPLC). Poleg dimenzij kolone so se zmanjšali 
tudi delci stacionarne faze. Pogoste dimenzije delcev 3-5 µm pri HPLC danes nadomeščajo 
delci, manjši od 2 µm, kar povečuje učinkovitost kolon. Z manjšanjem dimenzij kolon se 
manjšajo tudi pretoki, ti so že nižji od 1 mL/min. Tako nizki pretoki zahtevajo kvalitetne 
črpalke, ki morajo omogočati konstantne in ponovljive pretoke ter gradiente. Kromatogrami, 
posneti na UHPLC sistemih, imajo izredno ozke in visoke vrhove (širine tudi le nekaj 
sekund), zato morajo biti sodobni detektorji veliko bolj odzivni kot včasih. Hitrost analiz na 
UHPLC je neprimerljivo višja kot pri klasičnih HPLC sistemih, kjer so ločbe trajale tudi po 
več deset minut. Danes rezultate lahko dobimo že v nekaj minutah, kar močno poveča 
produktivnost laboratorijev in zmanjša porabo mobilnih faz, kar dolgoročno pomeni 
precejšnje prihranke zaradi manjše porabe dragih kemikalij. 
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Obstaja več načinov mešanja mobilnih faz. HPLC in UHPLC sistemi mešajo mobilne faze 
pred črpalkami, torej pod normalnim tlakom. Mešanje omogoča poseben ventil, ki je za 
vsako od mobilnih faz prepusten točno določen čas. Mešanje mobilnih faz lahko poteka tudi 
pod visokim tlakom, za črpalko, na primer pri Watersovih UPLC® sistemih. Prednost 
nizkotlačnega mešanja je ponovljiva in točna sestava mobilne faze, visokotlačnega pa 
ponovljiv in točen pretok mobilne faze. 
1.4. Validacija analitske metode 
Za potrditev ustreznosti izbrane metode je v farmacevtski industriji potrebno vsako metodo 
validirati. S potrditvijo vseh parametrov, ki jih obsega validacija, zagotovimo, da bodo vse 
nadaljnje meritve ustrezne, metoda pa bo primerna za predvideno uporabo. To je ključno za 
zagotavljanje kakovosti končnih izdelkov.  
 
1.4.1. Validacijski protokol 
Celoten potek validacije mora slediti validacijskemu protokolu. Tega napiše ustrezno 
kvalificirana oseba, odobri ga oddelek za upravljanje kakovosti. Obsegati mora celoten 
postopek priprave reagentov, vzorcev, inštrumentov, izvedbe analiz in končnih izračunov. 
Vsebovati mora tudi vse podatke, ki so potrebni za izvedbo validacije: vrsta metode, število 
ponovitev, merila sprejemljivosti posameznih parametrov, podrobnosti o zahtevanih 
aparaturah in drugo. 
 
1.4.2. Validacijsko poročilo 
Poročilo mora vsebovati nedvoumne, jasne in izrecne podatke, ki podrobno opisujejo vsak 
korak priprave raztopin, vzorcev in izvedbe končne analize. Popisani morajo biti vsi vzorci 
(naziv, serija), kemikalije in standardi (čistost, izvor, priprava) ter uporabljeni inštrumenti, 
da jih lahko brez težav izsledimo in vse postopke ponovimo z drugim osebjem s primerljivo 
opremo. Poročilo mora vsebovati tudi celotne rezultate (kromatograme, grafe, kalibracijske 
krivulje) in statistične izračune. Na koncu morajo biti podani zaključek in sklepi (53–58). 
 
1.4.3. Revalidacija 
Validacijo je potrebno delno ali v celoti ponoviti vsakič, ko analitsko metodo spremenimo 
do te mere, da novi parametri analitske metode niso več zajeti v obstoječi validaciji. 
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Revalidacijo prav tako zahteva sprememba vzorcev, kemikalij, standardov in aparatur (53–
58). 
 
1.4.4. Validacijski parametri 
Najpogostejši preizkušani parametri so natančnost, točnost, specifičnost, linearnost, meja 
zaznave (LOD), meja vrednotenja (LOQ) in robustnost (53–58). 
 
Natančnost 
Natančnost je ujemanje med posameznimi rezultati. Določimo jo s pomočjo meritev več 
paralelk vzorca, izrazimo pa jo s pomočjo standardnega ali relativnega standardnega 
odklona. Poznamo več nivojev natančnosti, z vsakim naslednjim nivojem je natančnost 
slabša zaradi vpliva več dejavnikov: 
– znotraj istega dneva, testa (zaporedno večkratno določanje) 
– znotraj istega laboratorija, a ob različni dnevih, z različno opremo in osebjem 
– med različnimi laboratoriji (53–58). 
 
Točnost 
Točnost analitske metode je ujemanje med rezultatom in resnično vrednostjo analita. 
Izražamo jo kot standardno napako, torej za koliko izmerjena vrednost odstopa od resnične, 
sprejete vrednosti (53–58). 
 
Specifičnost 
Specifičnost je zmožnost nedvoumne določitve iskanega analita znotraj matriksa vzorca. 
Matriks sestavljajo vse ostale komponente (ostale nečistote, razgradni produkti…), ki se 
nahajajo v vzorcu. Dokažemo jo tako, da se komponenta eluira samostojno na točno 
določenem času brez interakcij z matriksom (53–58). 
 
Linearnost 
Linearnost analitske metode je njena zmožnost, da znotraj določenega območja proizvede 
rezultate, ki so neposredno proporcionalni količini merjenega analita. Določamo jo z 
meritvami različnih znanih koncentracij analita, najpogosteje je to z redčenjem standarda. 
Določamo jo lahko grafično ali matematično (53–58). 
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Meja zaznave 
Meja zaznave je najmanjša količina analita, ki ga še lahko z gotovostjo zaznamo v vzorcu, 
ne moremo pa ga z gotovostjo kvantificirati. Mejo zaznave se pogosto zamenjuje z 
občutljivostjo, ki v resnici govori o najmanjši spremembi količine analita, ki jo še lahko 
zaznamo. V praksi je občutljivost naklon kalibracijske krivulje. Meja zaznave je odziv 
analita na detektorju, ki povzroči vrh, ki je 2- do 3-krat višji kot šum bazne linije (S/N = 2-3) 
(53–58). 
 
Meja vrednotenja 
Meja vrednotenja je najmanjša količina analita, ki ga lahko zanesljivo kvantitativno 
določimo pri določeni točnosti in natančnosti. Najpogostejša meja vrednotenja je razmerje 
med signalom in šumom vrednosti 10 (S/N = 10). Slika 5 prikazuje določanje razmerja med 
signalom in šumom (53–58). 
 
 
Slika 5: razmerje signal:šum (S/N) 
 
Robustnost 
Robustnost je zmožnost analitske metode, da je kljub spremembam v parametrih še vedno 
sposobna dati uporabne rezultate. Za določanje robustnosti spreminjamo posamezne 
parametre in ugotavljamo njihov vpliv na rezultate analize. Če je rezultat kljub neki 
spremembi še vedno znotraj dopustnih odstopanj, pravimo, da je metoda robustna na ta 
parameter. Ugotavljamo vplive treh skupin parametrov: notranji (temperatura, pH, delež 
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organske faze raztopin), zunanji (različni laboratoriji, analitiki, aparature) in osnovni 
(stabilnost vzorcev, standardov in ostalih raztopin). Glede na zapisano postane jasno, da je 
test robustnosti lahko izredno obsežen in dolgotrajen, zato ga pogosto izvajamo kot 
samostojnega (53–58). 
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2. Namen in načrt dela 
Namen te magistrske naloge bo optimizacija analitske metode za ugotavljanje vsebnosti 
nečistote L v kalcijevem rosuvastatinatu. Ključno je, da razvijemo metodo, ki bo imela 
zadostno ločljivost. To bo omogočilo, da se bosta tudi ob morebitnih zunanjih vplivih oba 
analita eluirala z zadostno razliko v retencijskih časih in analiza bo uspešna. 
 
Ker se vedno več novih in optimiziranih metod prilagaja UPLC® in UHPLC sistemom in ker 
so metode za klasične HPLC sisteme vedno redkejše, bomo tudi metodo optimizirali prav za 
UPLC® oziroma UHPLC sisteme. 
 
Ko bomo našli ustrezno metodo, jo bomo validirali glede na ključne validacijske parametre. 
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3. Materiali 
3.1. Kemikalije 
– Etanol, C2H5OH, 96 %, REF: 100967, Lot: 10955267, Merck KGaA , Nemčija 
– Trifluorocetna kislina (TFA), CF3CO2H, REF: 108262, Lot: S5786162, Merck KGaA, 
Nemčija 
– Acetonitril (ACN), CH3CN, CAS: 75-05-8, lot: 1812901861, 1821201862, J. T. Baker, 
ZDA 
– Metanol (MeOH), CH3OH, CAS: 67-56-1, REF: 8402, lot: 1811001867,  J. T. Baker, 
ZDA  
– Amonijev dihidrogen fosfat (NH6PO4), REF: 101126, Lot: AM1286726823, Merck 
KGaA, Nemčija 
– Ortofosforna kislina, 85 % (H3PO4), REF: 100573, Lot: K49571873741, Merck KGaA, 
Nemčija 
– Tetrahidrofuran (THF), C4H8O, CAS:109-99-9, REF: 108101, Lot: I0891001, Merck 
KGaA, Nemčija 
– Dodatno prečiščena voda (DPV), pripravljena v Lek d.d, Merck Milli-Q Gradient, SN: 
F5CN33664K, Merck KGaA, Nemčija 
3.2. Potrošni material 
– Injekcijske brizge BD Discardit II 5 mL, REF: 309050, in 10 mL, REF: 309110, Becton 
Dickinson, ZDA 
– Filtri za injekcijske brizge Millex GV, Hydrophylic PVDF 0,22 µm, ø = 33 mm, 
REF: SLGV033RS, Merck KGaA, Nemčija 
– Filtri 0,1 µm PTFE Omnipore™, ø = 47 mm, REF: JVWP04700, Merck KGaA, 
Nemčija 
3.3. Vzorci 
– Kalcijev rosuvastatinat, (C22H27FN3O6S)2×Ca, Calcium bis [(3R,5S,E)-7-(4-(4-
fluorophenyl)-6-isopropyl-2-(N-methylmethylsulfonamido)pyrimidin-5-yl)-3,5-
dihydroxyhept-6-enoate], M = 1001,14 g/mol, naziv vzorca: RSV-Ca-247-B-JB lot: 
I4261210R, proizvedeno v Lek d.d. 
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– Nečistota L, (C22H29FN3O6S)2×Ca, Calcium bis [(3R,5R)-7-(4-(4-fluorophenyl)-6-
isopropyl-2-(N-methylmethylsulfonamido)pyrimidin-5-yl)-3,5-
dihydroxyheptanoate], lot: S-RSV-1-190-03, kromatografska čistost: 95 %, M = 
1005,18 g/mol , proizvedeno v Lek d.d. 
3.4. Naprave 
– pH metra:  
 Mettler Toledo SevenMulti, SN: 1231476137, Mettler Toledo, ZDA 
 Mettler Toledo SevenMulti, SN: 1231055019, Mettler Toledo, ZDA 
– tehtnice: 
 Mettler Toledo XP4002S, SN:B016027729, Mettler Toledo, ZDA 
 Mettler Toledo XP205DR, SN: 1127330741, Mettler Toledo, ZDA 
 Mettler Toledo XP205, SN: 1127033183, Mettler Toledo, ZDA 
– pipete: 
 Brand HandyStep Electronic, SN: 04M94999, Nemčija 
 BioHit Picus 50-1000 µL, SN: 12031000, Sartorius AG, Nemčija 
 BioHit Picus 50-1000 µL, SN: 12031020, Sartorius AG, Nemčija 
 BioHit Picus 100-5000 µL, SN: 13021295, Sartorius AG, Nemčija 
– magnetni mešalnik Tehtnica Rotamix SHP-10, SN: 11060627, Tehtnica, Slovenija 
– digestorij Koettermann 2-418N, Koettermann GmbH & Co KG, Nemčija 
– ultrazvočna kopel Branson 8510, SN: EPC100854827G, Emerson Electric Co., ZDA 
– UPLC® sistem 1: Waters® ACQUITY™ UPLC™ Binary Solvent Manager (BSM) (SN: 
D06UPB142M), Waters® ACQUITY™ UPLC™  Sample Manager-Flow Through 
Needle (SM-FTN) (SN: D06UPS148M), Waters® ACQUITY™ UPLC™ Tunable UV 
(TUV) detektor (SN: D06UPT669M) 
– UHPLC sistem 1: Waters® ACQUITY™ UPLC™ H-Class Quarternary Solvent 
Manager (QSM) (SN: M10QSM179A), Sample Manager-Flow Through Needle (SM-
FTN) (SN: C11SDI006M), Waters® ACQUITY™ UPLC™ Tunable UV (TUV) 
detektor (SN: B11TUV835A) 
– UHPLC sistem 2: Waters® Acquity™ UPLC™ H-Class Quarternary Solvent Manager 
(QSM) (SN:F11QSM236A), Sample Manager-Flow Through Needle (SM-FTN) (SN: 
F11SDI500G), Acquity Column Manager (SN: B11CMP740N), Acquity PDA detektor 
(SN: F11UPD150A). 
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3.5. Kromatografske kolone 
– Waters® Acquity UPLC® HSS PFP 1,8 µm, 100 × 2,1 mm, SN: 01093613915727 
– Waters® Acquity UPLC® Phenyl-Hexyl 1,7 µm, 100 × 2,1 mm, SN: 01103523016832 
– Waters® Acquity UPLC® CSH Fluoro-Phenyl 1,7 µm, 100 × 2,1 mm, 
SN: 01123628816701 
– Waters® Acquity UPLC® BEH C18 1,7 µm, 100 × 2,1 mm, SN: 02743604228215 
– Waters® Acquity UPLC® HSS C18 SB 1,8 µm, 100 × 2,1 mm, SN: 01253813718428 
– Waters® Acquity UPLC® CSH Fluoro-Phenyl 1,7 µm, 150 × 2,1 mm, 
SN: 01123618118022, 01123618118017 
 
  
 19 
 
4. Metode 
4.1. Razvoj in optimizacija metode, UPLC 
4.1.1. Priprava raztopin in vzorcev 
 
Topilo (50 % acetonitril): z merilnim valjem smo v 1000 mL reagenčno steklenico 
najprej dodali 500 mL dodatno prečiščene vode in nato 500 mL acetonitrila. Mešali smo 
z magnetnim mešalom, 10 minut. 
 
Mobilna faza A (MFA) je bil 10 mmol/L (NH4)H2PO4 pufer pH = 2,30. Priprava: 
natehtali smo 2,30 g amonijevega dihidrogen fosfata ((NH4)H2PO4) in ga prenesli v 2000 
mL dodatno prečiščene vode. Med mešanjem na magnetnem mešalu smo s 85-% 
ortofosforno kislino (H3PO4) uravnali pH do vrednosti pH = 2,30. 
 
Mobilna faza B (MFB) je bil metanol. 
 
Osnovna raztopina rosuvastatina (RSV): v 100 mL merilno bučko smo natehtali 20 
mg RSV, dodali 50,0 mL acetonitrila, dopolnili z dodatno prečiščeno vodo do oznake in 
10 minut raztapljali v ultrazvočni kopeli. c(RSV) = 0,2 mg/mL ( = 100 %). 
 
0,1 % raztopina RSV: iz osnovne raztopine RSV smo odpipetirali 1,0 mL v 100 mL 
merilno bučko in dopolnili s topilom. Tako smo dobili 1 % raztopino RSV, iz katere smo 
odpipetirali 1,0 mL v 10 mL merilno bučko in jo dopolnili s topilom, da smo dobili 0,1 
% raztopino RSV. c(RSV) = 0,2 µg/mL ( = 0,1 %). 
 
Osnovna raztopina nečistote L (Imp. L): v 25 mL merilno bučko smo natehtali 2,5 mg 
nečistote L, dodali 12,5 mL acetonitrila in dopolnili z dodatno prečiščeno vodo do 
oznake. 10 minut smo raztapljali s pomočjo ultrazvočne kopeli. c(Imp. L) = 0,1 mg/mL 
( = 50 %). 
 
Raztopina 2 nečistote L: 1,0 mL osnovne raztopine nečistote L smo odpipetirali v 100 
mL merilno bučko in jo dopolnili do oznake s topilom. c(Imp. L) = 1 µg/mL ( = 0,5 %). 
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Raztopina za določanje razmerja signal:šum (S/N): 1,0 mL raztopine 2 nečistote L 
smo odpipetirali v 10 mL merilno bučko in jo do oznake dopolnili s topilom. c(Imp. L) = 
0,0001 mg/mL ( = 0,05 %). 
 
Raztopina RSV in nečistote L: v 100 mL merilno bučko smo natehtali 20 mg RSV, 
dodali 1,0 mL osnovne raztopine nečistote L, 50,0 ml acetonitrila, dopolnili z dodatno 
prečiščeno vodo in 10 minut stresali v ultrazvočni kopeli. c(RSV) = 0,2 mg/mL ( = 100 
%), c(Imp. L) = 0,001 mg/mL ( = 0,5 %). 
 
V viale smo natočili: 
– topilo 
– osnovno raztopino rosuvastatina (0,2 mg/mL) 
– 0,1 % raztopino rosuvastatina 
– raztopino 2 nečistote L (0,5 %) 
– 0,05 % raztopino nečistote L (za S/N) 
– raztopino rosuvastatina (0,2 mg/mL) in nečistote L (0,5 %). 
 
Vse vzorce smo pred analizo filtrirali skozi 0,22 µm PVDF membranske filtre, zavrgli smo 
prve 3 mL filtrata. Mobilni fazi smo filtrirali skozi 0,1 µm PTFE Omnipore™ filter. 
Zagnali smo več samostojnih analiz na Waters® Acquity UPLC sistemu 1 (podrobneje je 
opisan v poglavju 3.4) pod naslednjimi pogoji: 
 
 Analiza 1 
– topilo 50 % acetonitril 
– pretok 0,45 mL/min  
– temperatura kolone 40 °C  
– MFA: 10 mmol/L (NH4)H2PO4 pufer pH = 2,30 
– MFB: metanol 
– gradient (Tabela I) 
– kolona Waters® Acquity UPLC HSS PFP 1,8 µm, 100 × 2,1 mm. 
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Tabela I gradient analize 1 
 
 
 
 
 
 Analiza 2 
– kot analiza 1, a s spremenjenim gradientom (Tabela II). 
 
Tabela II gradient analize 2 
 
 
 
 
 
Analizo 2 smo izvedli tudi na koloni Waters® Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1,7 µm, 
100 × 2,1 mm. 
 
 Analiza 3 
– kot analiza 1, a s spremenjenim gradientom (Tabela III)  
– kolona Waters® Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1,7 µm, 100 × 2,1 mm. 
 
Tabela III gradient analize 3 
 
 
 
 
 
 Analiza 4 
– kot analiza 1, a izokratsko s 55 % MFA in 45 % MFB. 
– pretok 0,5 mL/min 
– kolona Waters® Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1,7 µm, 100 × 2,1 mm. 
Čas [min] % MFA % MFB 
0 80 20 
8 25 75 
10 25 75 
10,5 80 20 
Čas [min] % MFA % MFB 
0 50 50 
8 25 75 
10 25 75 
10,5 50 50 
Čas [min] % MFA % MFB 
0 50 50 
30 25 75 
35 25 75 
36 50 50 
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 Analiza 5 
– kot analiza 4, a s 60 % MFA in 40 % MFB 
 
Ker z nobeno od petih izvedenih analiz nismo dosegli uspeha, smo zamenjali mobilno fazo 
B. Namesto metanola smo pripravili 50 % (V/V) tetrahidrofuran (THF). Pripravili smo ga 
tako, da smo v 250 mL reagenčno steklenico z merilnim valjem dodali 100 mL dodatno 
prečiščene vode in 100 mL THF. Raztopino smo 10 minut mešali na magnetnem mešalu. 
 
 Analiza 6 
– topilo 50 % acetonitril 
– pretok 0,5 mL/min 
– temperatura kolone 40 °C 
– MFA: 10 mmol/L (NH4)H2PO4 pufer pH = 2,30 
– MFB: DPV : 50 % THF = 100 : 100 (V/V) 
– izokratsko z 52 % MFA in 48 % MFB 
– kolona Waters® Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1,7 µm, 100 × 2,1 mm 
 
 Analiza 7 
– topilo 50 % acetonitril 
– pretok 0,5 mL/min 
– temperatura kolone 40 °C 
– MFA: 10 mmol/L (NH4)H2PO4 pufer pH = 2,30 
– MFB: DPV : 50 % THF = 100 : 100 (V/V) 
– izokratsko z 52 % MFA in 48 % MFB 
– kolona Waters® Acquity UPLC Fluoro-Phenyl 1,7 µm, 100 × 2,1 mm 
 
 Analiza 8 
– topilo 50 % acetonitril 
– pretok 0,5 mL/min 
– temperatura kolone 40 °C 
– MFA: 10 mmol/L (NH4)H2PO4 pufer pH = 2,30 
– MFB: metanol 
– izokratsko s 55 % MFA in 45 % MFB 
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– Kolona: Waters® Acquity UPLC BEH C18 1,7 µm, 100 × 2,1 mm. 
 
Tudi z vsemi omenjenimi spremembami nismo dosegli zaželenega rezultata, saj z doseženo 
resolucijo nismo uspeli ločiti signalov na bazni liniji. Možnosti za zamenjavo nismo imeli 
več veliko, ostala nam je samo še zamenjava topila in uporaba UHPLC sistema namesto 
UPLC. UHPLC sistemi imajo črpalko, ki je bolj podobna HPLC kot UPLC, saj mobilne faze 
meša pod nizkim tlakom, torej pred črpalko. Nizkotlačno mešanje (HPLC, UHPLC) 
omogoča bolj točno in ponovljivo mešanje mobilnih faz, visokotlačno mešanje (UPLC) pa 
omogoča bolj točne in ponovljive pretoke mobilnih faz. Zaradi bolj finega uravnavanja 
sestave mobilne faze smo se odločili za sistem UHPLC. 
4.2. Poskus optimizacije metode, UHPLC 
Odločili smo se za zamenjavo topila, in sicer smo namesto 50 % acetonitrila pripravili 25 % 
metanol. Pripravili smo ga tako, da smo v 1000 mL reagenčno steklenico z merilnim valjem 
odmerili 750 mL dodatno prečiščene vode in 250 mL metanola. Nastalo topilo smo 10 minut 
mešali na magnetnem mešalu. Analize smo izvajali na sistemu Waters® Acquity UPLC H-
Class (sistem UHPLC 1). 
 
4.2.1. Priprava vzorcev 
Rosuvastatin: v 20 mL merilno bučko smo natehtali 10 mg vzorca rosuvastatina, dodali 5,0 
mL metanola in 10 minut stresali v ultrazvočni kopeli. Ko se je vzorec v celoti raztopil in ko 
se je metanol termostatiral na sobno temperaturo, smo bučko dopolnili z dodatno prečiščeno 
vodo. c(RSV) = 0,5 mg/mL. 
 
Osnovna raztopina nečistote L: v 20 mL merilno bučko smo natehtali 10 mg vzorca 
nečistote L, dodali 5,0 mL metanola in 10 minut stresali v ultrazvočni kopeli. Ko se je vzorec 
v celoti raztopil in ko se je metanol termostatiral na sobno temperaturo, smo bučko dopolnili 
z dodatno prečiščeno vodo. c(Imp. L) = 0,5 mg/mL. 
 
Vzorec z dodatkom nečistote L: v 10 mL merilno bučko smo natehtali 1,60 mg nečistote 
L in jo dopolnili do oznake z vzorcem rosuvastatina koncentracije 0,5 mg/mL.  
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0,5 % raztopina nečistote L: 1,0 mL osnovne raztopine nečistote L smo prenesli v 200 mL 
merilno bučko in do oznake dopolnili s topilom. c(Imp. L) = 0,0025 mg/mL. 
0,05 % raztopina nečistote L: 1,0 mL 0,5 % raztopine nečistote L smo prenesli v 10 mL 
merilno bučko in jo do oznake dopolnili s topilom. c(Imp. L) = 0,00025 mg/mL. 
 
Vse raztopine smo pred injiciranjem filtrirali skozi 0,22 µm PVDF membranski filter, zavrgli 
smo prve 3 mL filtrata. Vse mobilne faze smo filtrirali skozi 0,1 µm PTFE Omnipore™ 
filtre. 
 
Kromatografski pogoji:  
– topilo: 25 % metanol (V/V) 
– mobilna faza A: 10 mmol/L (NH4)H2PO4 pufer pH = 2,30 
– mobilna faza B: metanol 
– kolona: Waters® Acquity UPLC CSH Fluoro-Phenyl 1,7 µm, 150 × 2,1 mm, SN: 
01123618118022 za prvo analizo, za kasnejše: 01123618118017 
– temperatura kolone: 60 °C 
– pretok 0,6 mL/min  
– volumen injiciranja 5 µL 
– izokratsko s 73 % MFA in 27 % MFB 
 
S temi pogoji smo uspeli ločiti nečistoto L od rosuvastatina, tako da sta bila signala ločena 
na bazni liniji, nismo pa dosegli meje vrednotenja pri 0,05-odstotni koncentraciji nečistote 
L (S/N ≥ 10). Mejo vrednotenja smo skušali znižati z različnimi volumni injiciranja pri 
obstoječih kromatografskih pogojih. 
4.3. Dokončna optimizacija UHPLC metode 
Pri dokončni optimizacije smo si kot glavni cilj zadali izboljšati mejo vrednotenja. Zato smo 
pripravili raztopine različnih koncentracij nečistote L, vse smo injicirali z različnimi volumni 
injiciranja. Izmed vseh rezultatov smo nato izbrali najustreznejšega, torej tistega, kjer je bil 
kromatografski vrh najožji in najvišji, posledično razmerje S/N najvišje. 
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4.3.1. Priprava vzorcev 
Osnovna raztopina rosuvastatina: v 20 mL merilno bučko smo natehtali 20 mg 
rosuvastatina. Dodali smo 5 mL metanola, 10 minut stresali v ultrazvočni kopeli, 
termostatirali, dopolnili do oznake z dodatno prečiščeno vodo ter premešali. 
c(RSV) = 1 mg/mL (=100 %). 
Osnovne raztopine rosuvastatina za dodatek različnih koncentracij nečistote L: 
pripravili smo štiri enake raztopine rosuvastatina za štiri različne dodatke nečistote L: 0,05 
%, 0,1 %, 0,25 % in 0,5 %. V štiri 20 mL merilne bučke smo natehtali po 20 mg vzorca 
rosuvastatina, dodali po 5 mL metanola in 10 minut stresali v ultrazvočni kopeli. 
 
Osnovna raztopina nečistote L (0,5 mg/mL): v 20 mL merilno bučko smo natehtali 10 mg 
vzorca nečistote L, dodali 5 mL metanola, 10 minut stresali v ultrazvočni kopeli, 
termostatirali in do oznake dopolnili z dodatno prečiščeno vodo. c(Imp. L) = 0,5 mg/mL 
(=50 %). Iz te raztopine smo pripravili naslednje redčitve nečistote L: 0,5 %, 0,4 %, 0,3 %, 
0,2 %, 0,1 %, 0,05 %: 
– 0,5 %: 1,0 mL osnovne raztopine nečistote L smo prenesli v 100 mL merilno bučko, 
dopolnili do oznake s topilom in premešali 
– 0,4 %: 8,0 mL 0,5 % raztopine smo prenesli v 10 mL merilno bučko, dopolnili do oznake 
s topilom in premešali 
– 0,3 %: 6,0 mL 0,5 % raztopine smo prenesli v 10 mL merilno bučko, dopolnili do oznake 
s topilom in premešali 
– 0,2 %: 4,0 mL 0,5 % raztopine smo prenesli v 10 mL merilno bučko, dopolnili do oznake 
s topilom in premešali 
– 0,1 %: 2,0 mL 0,5 % raztopine smo prenesli v 10 mL merilno bučko, dopolnili do oznake 
s topilom in premešali 
– 0,05 %: 1,0 mL 0,5 % raztopine nečistote L smo prenesli v 10 mL merilno bučko, 
dopolnili do oznake s topilom in premešali. 
 
Končne raztopine rosuvastatina z različnimi koncentracijami nečistote L: v vsako od 
štirih delno pripravljenih raztopin rosuvastatina (priprava je opisana v zgornjem odstavku) 
smo prenesli določen volumen osnovne raztopine nečistote L:  
– za 0,50 % dodatek Imp. L smo prenesli 200 µL osnovne (0,5 mg/mL) raztopine Imp. L 
– za 0,25 % dodatek Imp. L smo prenesli 100 µL osnovne (0,5 mg/mL) raztopine Imp. L 
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– za 0,10 % dodatek Imp. L smo prenesli 40 µL osnovne (0,5 mg/mL) raztopine Imp. L 
– za 0,05 % dodatek Imp. L smo prenesli 20 µL osnovne (0,5 mg/mL) raztopine Imp. L, 
jih do oznake dopolnili s topilom ter premešali. Vse vzorce smo pred analizo filtrirali skozi 
0,22 µm PVDF membranski filter, zavrgli smo prve 3 mL filtrata. Vse raztopine (raztopine 
rosuvastatina, raztopine nečistote L in raztopine kombinacije obeh vzorcev) smo injicirali z 
različnimi volumni injiciranja: 3 µL, 5 µL in 7 µL. 
 
Kromatografski pogoji: 
– topilo: 25 % metanol (V/V) 
– mobilna faza A: 10 mmol/L (NH4)H2PO4 pufer pH = 2,30 
– mobilna faza B: metanol 
– kolona: Waters® Acquity UPLC CSH Fluoro-Phenyl 1,7 µm, 150 × 2,1 mm 
– temperatura kolone: 45 °C 
– volumen injiciranja: 3 µL, 5 µL, 7 µL 
– pretok 0,42 mL/min  
 
Tabela IV: gradient analize za dokončno optimizacijo 
 
 
 
 
 
Po končanih analizah smo ugotovili, da je volumen injiciranja 7 µL najboljši izmed 
testiranih. S 7µL smo dosegli zadostno razmerje S/N (>10) tudi pri 0,05-odstotni 
koncentraciji nečistote L.  
4.4. Validacija optimizirane metode 
Po uspešni optimizaciji metode je sledila njena validacija. Validirali smo natančnost metode 
za rosuvastatin in za nečistoto L, točnost določanja nečistote L, izvedli smo teste filtracije, 
stabilnosti, linearnosti, specifičnosti in določili faktor odzivnosti za nečistoto L. 
 
 
 
Čas [min] % MFA % MFB 
0 65 35 
30 60 40 
35 60 40 
 27 
 
Priprava vzorcev za validacijo natančnosti; rosuvastatin 
Analizo smo izvedli na šestih paralelkah. V 20 mL merilno bučko smo natehtali 20 mg 
vzorca rosuvastatina, dodali 5,0 mL metanola, 10 minut stresali v ultrazvočni kopeli, 
termostatirali in z dodatno prečiščeno vodo dopolnili do oznake. c = 1 mg/mL. 
 
Priprava vzorcev za validacijo natančnosti; nečistota L 
Analizo smo izvedli na šestih paralelkah. V 20 mL merilno bučko smo natehtali 10 mg 
vzorca nečistote L, dodali 5,0 mL metanola, 10 minut stresali v ultrazvočni kopeli, 
termostatirali in z dodatno prečiščeno vodo dopolnili do oznake. c = 0,5 mg/mL. 
 
Točnost določanja nečistote L 
Točnost določanja nečistote L smo določili iz vzorcev za testiranje linearnosti metode. 
Uporabili smo 0,05 %, 0,15 %, 0,20 %, 0,25 % in 0,50 % koncentracije nečistote L. Iz 
zaznane površine nečistote L in faktorja odzivnosti smo izračunali zaznano koncentracijo 
nečistote L, ki smo jo primerjali s koncentracijo nečistote L v vzorcu. Iz primerjave obeh 
vrednosti smo izračunali točnost (izkoristek) metode. 
 
Test filtracije 
Testirali smo različne količine zavrženega filtrata, od 0 do 8 mL. Test smo izvedli na 
raztopini rosuvastatina, kot tudi na raztopini nečistote L. Filtracijo smo izvedli na 0,22 µm 
PVDF membranskem filtru. 
 
Test stabilnosti raztopin 
Testirali smo 24- in 48-urno stabilnost na sobni temperaturi, v temi in na dnevni svetlobi. 
 
Linearnost 
Testirali smo linearnost za nečistoto L, od 0,05 % do 0,5 % njene koncentracije. 
Koncentracije smo pripravili po sledečih korakih: za 0,5 % raztopino smo izmed ene od 
paralelk raztopin za natančnost nečistote L (0,5 mg/mL, 50 %) prenesli 1,0 mL v 100 mL 
merilno bučko in jo dopolnili do oznake s topilom. Vse ostale koncentracije smo pripravili 
iz 0,5 % raztopine v 10 mL merilnih bučkah, ki smo jih po ustreznem prenesenem volumnu 
do oznake dopolnili s topilom. Tabela V prikazuje pripravo teh raztopin. 
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Tabela V: priprava raztopin nečistote L za test linearnosti 
Končna konc. nečistote L Volumen 0,5 % raztopine [mL] 
0,45 % 9 
0,40 % 8 
0,35 % 7 
0,30 % 6 
0,25 % 5 
0,20 % 4 
0,15 % 3 
0,10 % 2 
0,05 % 1 
 
Specifičnost 
Specifičnost metode smo preverjali z resolucijo med obema komponentama, rosuvastatinom 
in nečistoto L. Pripravili smo raztopine petih različnih koncentracij nečistote L ob 
nespremenjeni koncentraciji rosuvastatina. 
Šestkrat smo natehtali 20 mg rosuvastatina v 20 mL merilno bučko, dodali 5,0 mL metanola 
in v ultrazvočni kopeli stresali 10 min, nato smo raztopine termostatirali.  
Za osnovno raztopino nečistote L smo natehtali 10 mg te nečistote v 20 mL merilno bučko, 
dodali 5,0 mL metanola, 10 minut stresali v ultrazvočni kopeli, termostatirali in z dodatno 
prečiščeno vodo dopolnili do oznake.  
V delno pripravljene raztopine rosuvastatina smo posamično dodali različne volumne 
osnovne raztopine nečistote L, kot je prikazano v spodnji tabeli in do oznake dopolnili z 
dodatno prečiščeno vodo.  
 
Tabela VI: Priprava raztopin za analizo specifičnosti metode 
Št. raztopine Vol. osn. razt. Imp. L Konc. Imp. L Konc. RSV Končni vol. 
1 20 µL 0,05 % 1 mg/mL 20 mL 
2 40 µL 0,10 % 1 mg/mL 20 mL 
3 60 µL 0,15 % 1 mg/mL 20 mL 
4 80 µL 0,20 % 1 mg/mL 20 mL 
5 100 µL 0,25 % 1 mg/mL 20 mL 
6 200 µL 0,50 % 1 mg/mL 20 mL 
 
Kromatografski pogoji 
Ob validaciji metode smo upoštevali kromatografske pogoje, ki smo jih med razvojem in 
optimizacijo metode spoznali za najbolj optimalne: 
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– topilo: 25 % metanol (V/V) 
– mobilna faza A: 10 mmol/L (NH4)H2PO4 pufer pH = 2,30 
– mobilna faza B: metanol 
– kolona: Waters® Acquity UPLC CSH Fluoro-Phenyl 1,7 µm, 150 × 2,1 mm 
– temperatura kolone: 45 °C 
– temperatura vzorcev: 22 °C 
– volumen injiciranja: 7 µL 
– pretok 0,42 mL/min  
 
Tabela VII: gradient analize za validacijo metode 
 
 
 
 
 
Faktor odzivnosti 
Iz mase nečistote L in rosuvastatina, njunih površin v kromatogramih, ob upoštevanju 
redčenja in čistosti smo izračunali faktor odzivnosti za nečistoto L.  
Čas [min] % MFA % MFB 
0 65 35 
30 60 40 
35 60 40 
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5. Rezultati in razprava 
5.1. Razvoj in optimizacija metode, UPLC 
5.1.1. Vpliv metanola in temperature kolone 
Izvedli smo analizo z različnimi deleži metanola kot mobilne faze pri dveh različnih 
temperaturah kolone (40 °C in 60 °C). Pretok, kolona, sistem in vsi ostali pogoji so bili 
nespremenjeni. 
Kromatografski pogoji: 
– topilo 50 % acetonitril 
– MFA: 10 mmol/L (NH4)H2PO4 pufer pH = 2,30 
– MFB: metanol 
– % MFB: 32 % oziroma 35 % 
– kolona Waters® Acquity UPLC® CSH Fluoro-Phenyl 1,7 µm, 100 × 2,1 mm 
– sistem: UHPLC 2 (poglavje 3.4) 
– temperatura kolone: 40 °C oziroma 60 °C 
– temperatura vzorcev: 22 °C 
– volumen injiciranja 10 µL 
– pretok 0,5 mL/min 
 
Izbrali smo štiri različne kombinacije koncentracije metanola in temperature kolone. Njihovi 
približni retencijski časi so zapisani v oklepajih, rezultate prikazuje Slika 6. 
– 35 % metanola, temperatura kolone 40 °C (12 min) 
– 32 % metanola, temperatura kolone 40 °C (18 min) 
– 35 % metanola, temperatura kolone 60 °C (6 min) 
– 32 % metanola, temperatura kolone 60 °C (9 min) 
 
Po pričakovanjih so se analiti z večjim deležem metanola in višjo temperaturo kolone eluirali 
prej, kot tisti z nižjim deležem metanola in pri nižji temperaturi kolone. 
 
Ugotovitve so bile sledeče:  
– pri 60 °C povečanje deleža metanola za 3 odstotne točke (z 32 na 35 %) skrajša 
retencijski čas za 3 minute 
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– pri 40 °C povečanje deleža metanola za 3 odstotne točke (z 32 na 35 %) skrajša 
retencijski čas za 6 minut 
– pri 35 % metanola povečanje temperature s 40 °C na 60 °C skrajša retencijski čas za 
6 minut 
– pri 32 % metanola povečanje temperature s 40 °C na 60 °C skrajša retencijski čas za 
9 minut. 
 
Razlika med nižjim deležem metanola pri nižji temperaturi in višjim deležem metanola pri 
višji temperaturi je znašala 12 minut. Dodatno višanje temperature so nam omejevale 
lastnosti kolone, če bi povečali delež metanola bi kmalu dosegli tako kratke retencijske čase, 
da se vzorci v koloni sploh ne bi zadrževali. 
 
 
Slika 6: primerjava različnih deležev metanola in temperatur kolone. A: 35 % MeOH, T = 60 °C; B: 32 % 
MeOH, T = 60 °C; C: 35 % MeOH, T = 40 °C; D: 32 % MeOH, T = 40 °C. Vzorci: RSV + 0,5 % Imp. L, 0,5 
% Imp. L 
5.1.2. Vpliv volumna injiciranja 
Za izboljšanje meje zaznave smo poizkusili različne volumne injiciranja ob različnih 
koncentracijah nečistote L in dodatkov nečistote L vzorcu rosuvastatina. Skušali smo najti 
najnižjo koncentracijo nečistote L, pri kateri bi dobili zadostno razmerje signal:šum (vsaj 
10). S 7 µL volumna injiciranja smo uspeli doseči razmerje signal:šum = 10 pri koncentraciji 
0,05 % nečistote L, kar je bil tudi naš začetni cilj. Zadostno razmerje med signalom in 
šumom smo ob istem volumnu injiciranja dosegli tudi pri 0,05 % dodatku nečistote L k 
vzorcu rosuvastatina.  
 
A
U
0.0000
0.0022
0.0044
0.0066
0.0088
Minutes
6.00 7.50 9.00 10.50 12.00 13.50 15.00 16.50 18.00 19.50
     A              B                C                                   D  
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Kromatografski pogoji: 
– topilo 25 % metanol (V/V) 
– MFA: 10 mmol/L (NH4)H2PO4 pufer pH = 2,30, MFB: metanol 
– kolona Waters® Acquity UPLC CSH Fluoro-Phenyl 1,7 µm, 150 × 2,1 mm 
– sistem UHPLC 1 (poglavje 3.4) 
– temperatura kolone 45 °C, temperatura vzorcev 22 °C 
– volumen injiciranja 3 µL, 5 µL, 7 µL 
– pretok 0,42 mL/min 
 
Tabela VIII: gradient analize za določanje vpliva volumna injiciranja 
 
 
 
 
 
Tabela IX in Tabela X prikazujeta rezultate analiz različnih kombinacij koncentracij in 
volumnov injiciranja. 
 
Tabela IX: razmerja signal:šum (S/N), višine in površine vrhov za različne koncentracije Imp. L in volumne 
injiciranja (V_inj). T: faktor simetrije. Temnejše sivo so obarvani najbolj optimalni rezultati. 
% Imp.L V_inj  [µL] Površina [µVs] Višina [µV] S/N T Slika 
0,05 
3 4050 290 4 1,10 
Slika 7 5 6076 493 9 1,16 
7 8348 635 11 1,01 
0,1 
3 6960 512 8 1,09 
Slika 8 5 14308 1034 19 1,00 
7 19892 1406 26 1,13 
0,2 
3 16238 1139 20 1,57 
 
Slika 9 
5 29424 2043 37 1,33 
7 42108 2862 53 1,16 
0,3 
3 25331 1753 31 1,54 
Slika 10 5 44769 3132 56 1,15 
7 62463 4297 80 1,14 
0,4 
3 34733 2400 41 1,15 
Slika 11 5 57437 4092 74 1,16 
7 86406 5815 107 1,19 
0,5 
3 45623 3112 55 1,14 
Slika 12 5 75293 5102 93 1,12 
7 106061 7398 139 1,15 
Čas [min] % MFA % MFB 
0 65 35 
30 60 40 
35 60 40 
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Tabela X: razmerja signal:šum (S/N) za različne koncentracije Imp. L, dodane vzorcu rosuvastatina. V_inj: 
volumen injiciranja, T: faktor simetrije, R: resolucija med RSV in Imp. L. Temnejše sivo so obarvani najbolj 
optimalni rezultati. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slike prikazujejo kromatograme za rezultate, ki jih vsebujeta Tabela IX in Tabela X. 
 
Slika 7: 0,05 % nečistote L pri različnih volumnih injiciranja. A: 3 µL, B: 5 µL, C: 7 µL 
 
 
Slika 8: 0,10 % nečistote L pri različnih volumnih injiciranja. A: 3 µL, B: 5 µL, C: 7 µL 
 
 
Slika 9: 0,20 % nečistote L pri različnih volumnih injiciranja. A: 3 µL, B: 5 µL, C: 7 µL 
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00
% dod. Imp. L V_inj [µL] S/N % površine T R Slika 
0,05 
3 3 0,03 1,05 1,39 Slika 13 
5 8 0,03 1,01 1,14 Slika 14 
7 13 0,03 0,97 0,96 Slika 15 
0,10 
3 6 0,05 1,03 1,43 Slika 16 
5 14 0,05 1,01 1,14 Slika 17 
7 25 0,05 1,02 0,97 Slika 18 
0,25 
3 17 0,13 1,15 1,42 Slika 19 
5 39 0,13 1,08 1,15 Slika 20 
7 62 0,12 1,05 0,98 Slika 21 
0,5 
3 33 0,26 1,12 1,40 Slika 22 
5 81 0,26 1,09 1,14 Slika 23 
7 118 0,25 1,08 0,97 Slika 24 
C 
B  A 
C 
B  
A 
C 
B  
A 
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Slika 10: 0,30 % nečistote L pri različnih volumnih injiciranja. A: 3 µL, B: 5 µL, C: 7 µL 
 
 
Slika 11: 0,40 % nečistote L pri različnih volumnih injiciranja. A: 3 µL, B: 5 µL, C: 7 µL 
 
 
Slika 12: 0,50 % nečistote L pri različnih volumnih injiciranja. A: 3 µL, B: 5 µL, C: 7 µL 
 
Slika 13: 0,05 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina. V_inj = 3 µL 
 
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
14.00 14.40 14.80 15.20 15.60 16.00 16.40 16.80 17.20 17.60 18.00
C 
B  
A 
C 
B  
A 
C B  
A 
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Slika 14: 0,05 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina. V_inj = 5 µL 
 
 
Slika 15: 0,05 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina. V_inj = 7 µL 
 
 
Slika 16: 0,10 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina. V_inj = 3 µL 
 
 
Slika 17: 0,10 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina. V_inj = 5 µL 
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
14.00 14.40 14.80 15.20 15.60 16.00 16.40 16.80 17.20 17.60 18.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
14.00 14.40 14.80 15.20 15.60 16.00 16.40 16.80 17.20 17.60 18.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
14.00 14.50 15.00 15.50 16.00 16.50 17.00 17.50 18.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
14.00 14.50 15.00 15.50 16.00 16.50 17.00 17.50 18.00
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Slika 18: 0,10 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina. V_inj = 7 µL 
 
 
Slika 19: 0,25 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina. V_inj = 3 µL 
 
 
Slika 20: 0,25 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina. V_inj = 5 µL 
 
 
Slika 21: 0,25 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina. V_inj = 7 µL 
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
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14.00 14.50 15.00 15.50 16.00 16.50 17.00 17.50 18.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
14.00 14.50 15.00 15.50 16.00 16.50 17.00 17.50 18.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
14.00 14.50 15.00 15.50 16.00 16.50 17.00 17.50 18.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
14.00 14.50 15.00 15.50 16.00 16.50 17.00 17.50 18.00
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Slika 22: 0,50 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina. V_inj = 3 µL 
 
 
Slika 23: 0,50 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina. V_inj = 5 µL 
 
 
Slika 24: 0,50 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina. V_inj = 7 µL 
 
5.1.3. Vpliv prisotnosti TFA v mobilni fazi 
Dodatek trifluorocetne kisline (TFA) v mobilno fazo izostri obliko vrhov, da so ti ožji, kar 
ima za posledico izboljšano resolucijo med vrhovi. Z dodatkom 0,05 % TFA v metanol 
(mobilna faza B) smo upali, da se bodo vrhovi dovolj zožili, da bomo dobili ustrezno 
resolucijo. Več kot 0,05 % TFA zaradi omejitev kolon nismo mogli dodati – pH bi bil 
prenizek in bi kolono verjetno uničili. 
 
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
14.00 14.50 15.00 15.50 16.00 16.50 17.00 17.50 18.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
14.00 14.50 15.00 15.50 16.00 16.50 17.00 17.50 18.00
A
U
0.000
0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
Minutes
14.00 14.50 15.00 15.50 16.00 16.50 17.00 17.50 18.00
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Kromatografski pogoji: 
– topilo 25 % metanol (V/V) 
– MFA: 10 mmol/L (NH4)H2PO4 pufer pH = 2,30 
– MFB: metanol oziroma metanol z 0,05 % TFA, % MFB: 30 % 
– kolona Waters® Acquity UPLC CSH Fluoro-Phenyl 1,7 µm, 150 × 2,1 mm 
– sistem UHPLC 1 (poglavje 3.4) 
– temperatura kolone 45 °C 
– temperatura vzorcev 22 °C 
– volumen injiciranja 5 µL 
– pretok 0,45 mL/min. 
 
Rezultati: retencijski čas vzorca brez dodatka TFA v mobilno fazo B je bil 31 minut za 
rosuvastatin in 29 minut za nečistoto L. 
 
Tabela XI: razlika v retencijskih časih glede na prisotnost TFA v mobilni fazi 
mobilna faza B (30 %) tR_RSV tR_Imp. L T_RSV T_Imp. L R 
metanol 30,9 min 29,1 min 1,91 1,47 1,55 
metanol + 0,05 % TFA 27,7 min 26,2 min 1,86 1,45 1,48 
razlika -10 % -10 %    
 
 
Slika 25: prikaz vpliva dodatka 0,05 % TFA v mobilno fazo B. Oranžno: brez dodatka 0,05 % TFA. Črno: 
dodatek 0,05 % TFA v mobilno fazo B 
 
Iz rezultatov vidimo, da smo z dodatkom 0,05 % TFA v mobilno fazo B skrajšali retencijske 
čase za 10 %. To ni bistveno, prav tako smo le malo izboljšali faktor simetrije vrhov, hkrati 
smo tudi poslabšali resolucijo med vrhovoma obeh spojin. Zaradi vseh teh razlogov smo 
A
U
0.0000
0.0045
0.0090
0.0135
0.0180
Minutes
20.40 21.60 22.80 24.00 25.20 26.40 27.60 28.80 30.00 31.20 32.40 33.60
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opustili nadaljnjo uporabo TFA v naših analizah. Morda bi z večjim deležem dodane TFA 
dobili boljše rezultate, a karakteristike kolone niso dopuščale dodatnega znižanja pH. 
 
5.1.4. Vpliv pH 
pH raztopin in pKa analitov sta pogosto ključna dejavnika, ki omogočata ločbo analitov, saj 
povzročita, da je en analit ioniziran, drug pa ne. Stacionarna faza tvori močnejše interakcije 
z eno izmed oblik, posledica tega so različni retencijski časi analitov. Ker sta si molekuli 
rosuvastatina in nečistote L tako podobni in imata skoraj identičen pKa, sta ne glede na 
vrednost pH ionizirani v praktično enakem deležu. Iz tega razloga smo se odločili za uporabo 
pufra s pH = 2,30, kjer je neioniziranih približno 98 % rosuvastatina in tudi 98 % nečistote 
L. Po celotni ionizacijski krivulji je razlika v ionizaciji analitov tako majhna, da pri nobeni 
vrednosti pH ne bi dosegli zadostne razlike v ioniziranosti molekul. V nadaljnjih poskusih 
zato nismo spreminjali pH vrednosti pufra. Slika 26 prikazuje ionizirani obliki rosuvastatina 
in nečistote L, Tabela XII pa delež posamezne oblike vsake molekule pri določenih 
vrednostih pH. Zeleno obarvane so pH vrednosti pri pH = 2,30 ± 0,10, kolikor je bila 
vrednost uporabljenega pufra. Deleže posamezne oblike molekul smo pridobili iz 
računalniškega programa MarvinSketch 17.28. 
 
 
Slika 26: ionizirana oblika rosuvastatinata (levo) in nečistote L (desno) 
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Tabela XII: delež ionizirane in neionizirane oblike rosuvastatina in nečistote L pri določenih vrednostih pH 
pH 
neionizirana 
Imp. L [%] 
ionizirana 
Imp. L [%] 
neioniziran 
RSV [%] 
ioniziran 
RSV [%] 
razlika: Imp. L 
in RSV 
0,00 99,18 0,82 97,64 2,36 1,54 
0,20 99,47 0,53 98,49 1,51 0,98 
0,40 99,65 0,35 99,03 0,97 0,62 
0,60 99,76 0,24 99,36 0,64 0,40 
0,80 99,82 0,18 99,56 0,44 0,26 
1,00 99,83 0,17 99,66 0,34 0,17 
1,20 99,81 0,19 99,69 0,31 0,12 
1,40 99,76 0,24 99,65 0,35 0,11 
1,60 99,64 0,36 99,54 0,46 0,10 
1,80 99,46 0,54 99,34 0,66 0,12 
2,00 99,15 0,85 98,99 1,01 0,16 
2,20 98,67 1,33 98,42 1,58 0,25 
2,40 97,91 2,09 97,54 2,46 0,37 
2,60 96,74 3,26 96,17 3,83 0,57 
2,80 94,93 5,07 94,06 5,94 0,87 
3,00 92,19 7,81 90,91 9,09 1,28 
3,20 88,16 11,84 86,32 13,68 1,84 
3,40 82,46 17,54 79,92 20,08 2,54 
3,60 74,78 25,22 71,53 28,47 3,25 
3,80 65,17 34,83 61,32 38,68 3,85 
4,00 54,14 45,86 50,00 50,00 4,14 
 
5.2. Končna optimizacija 
Glede na vse preizkušene spremembe smo izbrali kombinacijo tistih pogojev, pod katerimi 
smo dobili najbolj optimalno ločena in kar se da ozka vrhova nečistote L in rosuvastatina. 
Priprava vzorcev je opisana v poglavju 4.3.1. 
 
Kromatografski pogoji:  
– topilo 25 % metanol (V/V) 
– mobilna faza A: 10 mmol/L (NH4)H2PO4 pufer pH = 2,30 
– mobilna faza B: metanol 
– kolona Waters® Acquity UPLC CSH Fluoro-Phenyl 1,7 µm, 150 × 2,1 mm 
– temperatura kolone 45 °C, vzorcev 22 °C 
– volumen injiciranja 7 µL 
– pretok 0,42 mL/min 
– Tabela XIII prikazuje gradient analize. 
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Tabela XIII: gradient dokončno optimizirane metode 
Čas [min] % MFA % MFB 
0 65 35 
30 60 40 
35 60 40 
 
Pod opisanimi pogoji smo uspeli doseči resolucijo 0,96, kar ni optimalno, a sta bila vrhova 
na bazni liniji dovolj ločena za nemoteno integracijo. Faktor simetrije vrhov je bil 0,97, 
razmerje signal:šum (S/N) pa 13 za 0,05 % dodatek nečistote L k vzorcu rosuvastatina. 
Zadostno razmerje signal:šum (S/N) smo dosegli s povečanjem volumna injiciranja na 7 µL, 
kot je to opisano v poglavju 4.3.1. Slika 27 prikazuje kromatogram vzorca rosuvastatina z 
dodano 0,05-odstotno koncentracijo nečistote L. 
 
 
Slika 27: kromatogram dokončno optimizirane metode. 0,05 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina 
 
Tabela XIV: izpis rezultatov iz programa Empower 3 za kromatogram, ki ga prikazuje Slika 27 
Spojina 
tR 
[min] 
Površina 
[µVs] 
% površine 
Višina 
vrha 
R S/N T N 
Nečistota L 15,2 10616 0,0265 857  13 0,97 32044 
Rosuvastatin 15,7 40074471 99,9735 1632016 0,96 23327 2,06 7707 
 
5.3. Validacija 
Po uspešni in zadostni optimizaciji metode smo jo tudi delno validirali. Preverili smo 
naslednje parametre:  
– natančnost določanja rosuvastatina in nečistote L 
A
U
0.000
0.002
0.004
0.006
0.008
0.010
Minutes
14.00 14.50 15.00 15.50 16.00 16.50 17.00 17.50 18.00
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– točnost določanja nečistote L 
– linearnost za nečistoto L,  
– mejo zaznave za nečistoto L,  
– resolucijo med nečistoto L in rosuvastatinom,  
– test filtracije (0-8 mL zavrženega filtrata rosuvastatina, enako za nečistoto L)  
– stabilnost vzorcev po 24 in 48 urah, v temi in na dnevni svetlobi 
– faktor odzivnosti za nečistoto L 
 
5.3.1. Natančnost določanja rosuvastatina 
Z natančnostjo določanja smo dokazali, da metoda daje ponovljive rezultate za vsebnost 
rosuvastatina v vzorcu. Tabela XV prikazuje rezultate za validacijo natančnosti določanja 
vsebnosti rosuvastatina. 
 
Tabela XV: validacija natančnosti določanja rosuvastatina 
Ponovitev Površina [µVs] Masa vzorca [g] Površina/masa [µVs/g] 
1 37.518.141 19,488 1.925.192 
2 38.641.592 20,198 1.913.140 
3 38.375.047 19,878 1.930.529 
4 38.097.533 19,722 1.931.728 
5 39.044.677 20,286 1.924.710 
6 39.091.562 20,337 1.922.189 
Povprečje [µVs/g] 1.924.581 
Standardni odklon [µVs/g] 6.685 
Relativni standardni odklon 0,347 % 
 
Ugotovili smo, da je metoda sposobna zelo ponovljivo določati vsebnost rosuvastatina. V 6 
paralelkah smo dosegli relativni standardni odklon 0,347 %, razlika med največjo in najnižjo 
izmerjeno vrednostjo je bila 0,96 %. Priloga 1 prikazuje kromatograme določanja 
natančnosti določanja rosuvastatina. 
 
5.3.2. Natančnost določanja nečistote L 
Enako kot za vzorec rosuvastatina, smo dokazali ponovljivost rezultatov za določanje 
vsebnosti nečistote L. Tabela XVI prikazuje rezultate za validacijo natančnosti določanja 
vsebnosti nečistote L. Tudi tu smo izvedli poskus na 6 paralelkah. Relativni standardni 
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odklon je bil 0,247 %, razlika med skrajnima vrednostma pa 0,67 %. Priloga 2 prikazuje 
kromatograme natančnosti določanja nečistote L. 
 
Tabela XVI: validacija natančnosti določanja nečistote L 
Ponovitev Površina [µVs] Masa vzorca [g] Površina/masa [µVs/g] 
1 10.051.597 10,136 991.673 
2 9.989.570 10,100 989.066 
3 9.806.276 9,935 987.043 
4 9.857.608 9,932 992.510 
5 10.504.025 10,609 990.105 
6 9.851.952 9,914 993.741 
Povprečje [µVs/g] 990.690 
Standardni odklon [µVs/g] 2.444 
Relativni standardni odklon 0,247 % 
 
5.3.3. Točnost določanja nečistote L 
Točnost določanja nečistote L smo ugotovili iz količine dodane nečistote L vzorcu 
rosuvastatina. Iz zaznane količine nečistote L in faktorja odzivnosti nečistote L, ki smo ga 
določili v poglavju 5.3.9, smo izračunali točnost določanja za to nečistoto na meji 
vrednotenja (0,05 %) ter pri 0,15 %, 0,20 %, 0,25 % in 0,50 % koncentracije. Tabela XVII 
prikazuje rezultate in izračune točnosti določanja nečistote L. Izračuni:  
– Zaznana koncentracija nečistote L je kvocient odstotka površine in FO (faktorja 
odzivnosti). 
– Napaka je razlika zaznane koncentracije in dodatka nečistote L. 
– Točnost (izkoristek) je kvocient zaznane koncentracije nečistote L in dodatka 
nečistote L. 
Tabela XVII: točnost določanja nečistote L 
Dodatek 
Imp. L 
Odstotek 
površine 
FO 
Zaznana 
konc. Imp. L 
Napaka 
[% točke] 
Točnost 
(izkoristek) 
Kriterij 
0,05 % 0,025 % 
0,54 
0,046 % -0,004 92 % 70 – 130 %  
0,15 % 0,074 % 0,137 % -0,013 91 % 70 – 130 % 
0,20 % 0,102 % 0,189 % -0,011 95 % 70 – 130 % 
0,25 % 0,122 % 0,226 % -0,024 90 % 80 – 120 % 
0,50 % 0,257 % 0,476 % -0,024 95 % 80 – 120 % 
 
Ugotovili smo približno 90-odstotno točnost (izkoristek) metode za določanje nečistote L. 
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5.3.4. Linearnost določanja nečistote L 
Z določanjem linearnosti smo želeli ugotoviti, v katerem območju koncentracij je 
določevanje vsebnosti nečistote L v linearnem odnosu z odzivi detektorja. Nekoliko višja 
odstopanja smo zaznali pri 0,05-odstotni koncentraciji nečistote L. Pri višjih koncentracijah 
je bila relativna napaka občutno nižja. Ker ICH smernice predpisujejo najvišjo dovoljeno 
koncentracijo nečistot v zdravilnih učinkovinah na nivoju 0,15 %, je bolj pomembna točnost 
določanja v bližini te koncentracije. Rezultate prikazujeta Tabela XVIII in Graf 1. Priloga 3 
prikazuje kromatograme linearnosti določanja nečistote L. 
 
Tabela XVIII: validacija linearnosti določanja nečistote L 
Koncentracija 
[%] 
Izmerjena 
površina [µVs] 
Teoretična 
površina [µVs] 
Absolutna 
napaka [µVs] 
Relativna 
napaka 
0,05 12.630 14.950 -2320 -15,5 % 
0,10 23.104 24.700 -1596 -6,5 % 
0,15 32.788 34.450 -1662 -4,8 % 
0,20 43.526 44.201 -675 -1,5 % 
0,25 55.025 53.951 1074 2,0 % 
0,30 63.496 63.701 -205 -0,3 % 
0,35 73.582 73.452 130 0,2 % 
0,40 84.594 83.202 1392 1,7 % 
0,45 91.610 92.952 -1342 -1,4 % 
0,50 102.539 102.703 -164 -0,2 % 
 
Absolutna napaka je razlika med izmerjeno in teoretično površino, relativna napaka pa je 
absolutna napaka, deljena s teoretično površino. Enačba 5 prikazuje izračun teoretične 
površine. 
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Graf 1: prikaz linearnosti določanja nečistote L 
 
Teoretična površina (y) je izračunana z enačbama Enačba 5 in Enačba 6:  
 
Enačba 5: enačba regresijske premice za linearnost določanja nečistote L 
𝑦 = 199563𝑥 + 3409,7 
 
Enačba 6: enačba regresijske premice skozi koordinatno izhodišče za linearnost določanja nečistote L 
𝑦 = 209305 𝑥 
 
Regresijska premica (Enačba 5) in regresijska premica skozi koordinatno izhodišče    
(Enačba 6) se sekata v točki x = 0,35. Metoda je zato pri tej koncentraciji najbolj točna. 
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5.3.5. Meja vrednotenja nečistote L in resolucija 
Mejo vrednotenja nečistote L smo ugotavljali na vzorcih rosuvastatina z dodanimi različnimi 
koncentracijami nečistote L. Različne koncentracije nečistote L smo dosegli s pipetiranjem 
različnih volumnov osnovne raztopine nečistote L. S tem smo skušali poustvariti čim bolj 
realne vzorce, saj smo želeli potrditi tudi dovoljšno resolucijo med obema sestavinama. 
Priloga 4 prikazuje kromatograme meje vrednotenja nečistote L in določanja resolucije. 
 
Tabela XIX: validacija meje vrednotenja nečistote L. TImp.L: faktor simetrije nečistote L. R: resolucija 
Dodatek 
Imp. L 
Površina 
Imp. L 
[µVs] 
Relativna 
površina 
Imp. L 
Površina 
RSV 
[µVs] 
Masa 
RSV 
Relativna 
površina 
RSV 
S/N TImp.L R Slika 
0,05 % 9.354 0,025 % 37.738.383 19,543 g 99,98 % 12 1,01 1,05 Slika 28 
0,10 % 17.504 0,046 % 38.344.927 20,106 g 99,95 % 25 1,03 1,03 Slika 29 
0,15 % 27.543 0,074 % 37.334.665 19,759 g 99,93 % 35 1,05 1,04 Slika 30 
0,20 % 37.844 0,102 % 37.158.533 19,456 g 99,90 % 53 1,07 1,04 Slika 31 
0,25 % 46.704 0,122 % 38.372.227 19,956 g 99,88 % 68 1,05 1,03 Slika 32 
0,50 % 96.106 0,257 % 37.344.032 19,329 g 99,74 % 139 1,08 1,05 Slika 33 
 
Potrdili smo mejo vrednotenja pri 0,05 % dodatku nečistote L vzorcu rosuvastatina. 
Običajno je zahtevana vrednost razmerja signal:šum (S/N) vsaj 10, dosegli smo vrednost 12. 
Ta vrednost sicer ustreza zahtevam, a je na spodnji meji, zato se lahko zgodi, da zaradi raznih 
vplivov na potek analize ne bomo več dosegali ustreznih vrednosti. 
Med nečistoto L in rosuvastatinom smo dosegli resolucijo zgolj 1,05, a smo bili kljub 
neoptimalni vrednosti z njo zadovoljni, saj sta bila vrhova komponent na bazni liniji 
popolnoma ločena in integracija ob višji resoluciji ne bi bila spremenjena. 
 
 
Slika 28: 0,05 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina 
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Slika 29: 0,10 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina 
 
 
Slika 30: 0,15 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina 
 
 
Slika 31: 0,20 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina 
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Slika 32: 0,25 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina 
 
Slika 33: 0,50 % dodatek nečistote L vzorcu rosuvastatina 
 
5.3.6. Test filtracije rosuvastatina 
S testom filtracije smo ugotavljali, če se analit veže na filter (in v kakšni meri), oziroma če 
se iz filtra med filtracijo izlužujejo snovi, ki bi lahko motile določitev rosuvastatina. Za 
filtracijo smo uporabili PVDF membranske filtre za injekcijske brizge z velikostjo por 
0,22 µm. V 9 vial smo zaporedoma filtrirali vzorec, tako da je bil v vsaki naslednji viali 
zavržen 1 mL vzorca več, kot v prejšnji. Tako smo dobili raztopine z 0-8 zavrženimi mL. 
Rezultati so prikazani v: Tabela XX in Graf 2. Opazili smo, da so bili odzivi detektorja 
praktično enaki v območju med 1 in 6 zavrženimi mL filtrata. Razlika med največjim in 
najmanjšim odzivom v tem območju je bila manjša od 0,10 %. Pri 0 ter pri 7 in 8 zavrženih 
mL smo dosegli malo nižje odzive detektorja, vendar pa je bila razlika med največjim in 
najmanjšim odzivom med vsemi rezultati manjša od 0,50 %, zato sklepamo, da količina 
zavrženega filtrata nima signifikantnega vpliva na rezultate. Priloga 5 prikazuje 
kromatograme z različnimi volumni zavrženega filtrata. 
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Tabela XX: test filtracije rosuvastatina s statistiko 
Zavržen 
volumen [mL] 
Površina 
[µVs] 
 
Statistika 
0 38.639.164  Povprečna površina [µVs] 38.694.579 
1 38.753.506  Standardni odklon [µVs] 60.210 
2 38.733.097  RSD [%] 0,156 
3 38.725.831  Največji odziv [µVs] 38.753.506 
4 38.741.630  Najmanjši odziv [µVs] 38.573.180 
5 38.715.497  Razlika [µVs] 180.326 
6 38.719.382  Odstotek razlike 0,465 % 
7 38.649.926    
8 38.573.180    
 
 
Graf 2: prikaz površine vrhov glede na volumen zavrženega filtrata rosuvastatina 
 
5.3.7. Test filtracije nečistote L 
Enak postopek, kot za filtracijo rosuvastatina (opisan v poglavju 5.3.6), smo izvedli tudi za 
nečistoto L. 
Tabela XXI: test filtracije nečistote L s statistiko 
Zavržen 
volumen [mL] 
Površina 
[µVs] 
 
Statistika 
0 10.047.979  Povprečna površina [µVs] 10.070.155 
1 10.052.505  Standardni odklon [µVs] 19.435 
2 10.072.014  RSD [%] 0,193 
3 10.079.400  Največji odziv [µVs] 10.099.839 
4 10.048.748  Najmanjši odziv [µVs] 10.047.979 
5 10.057.491  Razlika [µVs] 51.860 
6 10.093.093  Odstotek razlike 0,513 % 
7 10.080.326    
8 10.099.839    
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Tabela XXI in Graf 3 prikazujeta rezultate površin glede na količino zavrženega filtrata. 
Razlika med največjim in najmanjšim odzivom je ravno med 0 in 8 mL zavrženega filtrata. 
Razlika je minimalna, in sicer 0,513 %. Tudi pri tej filtraciji smo sklepali na nesignifikanten 
vpliv količine zavrženega filtrata. Glede na podobnost med molekulama je logično sklepati, 
da bo tudi vpliv filtracije enak, tudi razlika med skrajnima vrednostma, 0,465 % za 
rosuvastatin in 0,513 % za nečistoto L, je praktično enaka. Zanimivo je, da ob primerjanju 
rezultatov na prvi pogled opazimo, da vrednosti površin pri rosuvastatinu padajo, pri 
nečistoti L pa naraščajo. Priloga 6 prikazuje kromatograme z različnimi volumni zavrženega 
filtrata. 
 
 
Graf 3: prikaz površine vrhov glede na volumen zavrženega filtrata nečistote L 
 
5.3.8. Stabilnost (sobna temperatura, 24 in 48 ur, svetloba in tema) 
Po eno vialo vzorcev rosuvastatina (1 mg/mL), osnovne raztopine nečistote L (0,5 mg/mL) 
in vzorca rosuvastatina z 0,15 % dodatkom nečistote L smo izpostavili sledečim pogojem: 
sobna temperatura, svetloba in tema, 24 in 48 h. Tabela XXII prikazuje posamezne rezultate. 
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Tabela XXII: prikaz rezultatov stabilnostnih vzorcev rosuvastatina in nečistote L 
Vzorec Čas Pogoj 
Odziv 
[µVs] 
Razlika 
do 0 h 
[µVs] 
Izkoristek 
  
RSV 
0 h / 37.518.141 / 100,000 %   
24 h Svetloba 37.216.095 -302.046 99,195 %   
48 h Svetloba 36.092.572 -1.425.569 96,200 %   
24 h Tema 37.501.749 -16.392 99,956 %   
48 h Tema 37.406.247 -111.894 99,702 %   
        
Imp. L 
0 h / 10.051.597 / 100,000 %   
24 h Svetloba 10.077.175 25.578 100,254 %   
48 h Svetloba 10.079.300 27.703 100,276 %   
24 h Tema 10.127.854 76.257 100,759 %   
48 h Tema 10.123.729 72.132 100,718 %   
        
   Odziv RSV 
  Odziv Imp. L 
[µVs] Izkoristek 
RSV +  
0,15 % 
Imp. L 
0 h / 37.334.665 / 100,000 % 27.543 100,000 % 
24 h Svetloba 37.220.377 -114.288 99,694 % 29.955 108,757 % 
48 h Svetloba 35.902.100 -1.432.565 96,163 % 28.634 103,961 % 
24 h Tema 37.269.297 -65.368 99,825 % 29.166 105,893 % 
48 h Tema 37.212.993 -121.672 99,674 % 27.401 99,484 % 
 
Stabilnost rosuvastatina 
Količina rosuvastatina se s časom in ob prisotnosti svetlobe zmanjšuje, saj se molekule 
rosuvastatina začnejo razkrajati. Po 24 urah na svetlobi razpade 0,8 % rosuvastatina, po 48 
že skoraj 4 %. V temi je razkroj molekule veliko počasnejši; po 24 urah se ne razkroji 
praktično nič rosuvastatina, po 48 urah pa 0,3 %. To bi lahko pripisali tudi analitski napaki, 
a smo na podlagi trendov in ostalih rezultatov sklepali na razpad vzorca in ne na analitsko 
napako. Slika 34 prikazuje kromatograme vzorca rosuvastatina za posamezen pogoj. 
Opazimo, da se po 48 urah na svetlobi začnejo pojavljati dodatni vrhovi, ki so posledica 
razgradnje rosuvastatina. Najbolj zaskrbljujoč je tisti pred glavnim vrhom rosuvastatina, ki 
se eluira ob skoraj enakem času, kot nečistota L. 
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Slika 34: test stabilnosti vzorca rosuvastatina. A: 24 h, svetloba. B: 24 h, tema. C: 48 h, svetloba. D: 48 h, tema 
 
Stabilnost nečistote L 
Količina nečistote L se s časom navidezno povečuje. Po 24 in 48 urah na svetlobi je količina 
nečistote L narasla za dobrega 0,25 %, v temi pa po 24 in 48 urah za približno 0,7 %. 
Nenavadno je, da je v temi nastalo več nečistote kot na svetlobi. Možno je, da nastajajo še 
druge nečistote, ki koeluirajo z nečistoto L, zato ugotovimo navidezno povečanje omenjene 
nečistote. To predpostavko bi lahko potrdili z dodatnimi študijami z uporabo masne 
spektrometrije. Slika 35 prikazuje kromatograme vzorca nečistote L za posamezen pogoj. 
Ker je bila koncentracija nečistote L 0,5 mg/mL (50 %), so vrhovi višji, kot smo jih vajeni, 
zato se pokažejo tudi vrhovi ostalih komponent, ki so v vzorcu. Vzorec nečistote L namreč 
ni bil 100 % čist, vseboval je 95 %  nečistote L, 5 % so bile ostale snovi, katerih vrhove 
lahko vidimo poleg vrha nečistote L. 
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Slika 35: test stabilnosti vzorca nečistote L. A: 24 h, svetloba. B: 24 h, tema. C: 48 h, svetloba. D: 48 h, tema 
 
Stabilnost raztopine obeh analitov 
V vzorcu, kjer sta bili obe snovi, rosuvastatin in nečistota L, smo za rosuvastatin dobili enake 
rezultate, kot pri meritvi samega rosuvastatina, pri nečistoti L pa smo ugotovili precej 
drugačne rezultate, kot pri meritvi samostojne nečistote L. Po 24 urah na svetlobi je količina 
nečistote L narasla na 109 %, po 48 urah pa padla na 104 % glede na začetno vrednost. Po 
24 urah v temi je količina nečistote L narasla na 106 %, po 48 urah pa je količina padla na 
99 % glede na začetno vrednost. Sodeč po teh rezultatih bi lahko sklepali, da po 24 urah 
količina nečistote L naraste in po 48 urah upade. Vendar pa se rezultati niso ujemali z 
vzorcem nečistote L brez rosuvastatina, zato bi za končne ugotovitve morali poskuse 
ponoviti in ugotoviti, kaj se z nečistoto L v resnici dogaja. Sklepamo na nastanek druge 
nečistote, ki se koeluira z nečistoto L. Predpostavko bi bilo možno potrditi z dodatnimi 
študijami s pomočjo masne spektrometrije. Ob pogledu na kromatogram vzorca, ki je bil 48 
ur izpostavljen dnevni svetlobi, opazimo, da se vrh, ki nastane iz rosuvastatina, in vrh 
nečistote L, dotikata. Slika 36 prikazuje kromatograme vzorca rosuvastatina z 0,15-
odstotnim dodatkom nečistote L.  
Glede na to, da so rezultati stabilnostnih vzorcev, ki so bili podvrženi svetlobi, lahko precej 
drugačni od začetnih, svetujemo pripravo vzorcev, zaščiteno pred sončno svetlobo. 
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Slika 36: test stabilnosti vzorca rosuvastatina z dodatkom 0,15 % nečistote L. A: 24 h, svetloba. B: 24 h, tema. 
C: 48 h, svetloba. D: 48 h tema 
 
5.3.9. Faktor odzivnosti nečistote L 
Ob spremljanju površin glede na koncentracijo nečistote L smo hitro ugotovili, da so 
površine za približno polovico nižje od pričakovanih. Zato smo izračunali faktor odzivnosti 
nečistote L. Upoštevali smo mase rosuvastatina in nečistote L, površine kromatografskih 
vrhov, čistost učinkovin in njihovo redčenje. Enačba 7 prikazuje izračun faktorja odzivnosti. 
 
Enačba 7: izračun faktorja odzivnosti (FO) 
𝐹𝑜 =  
𝑚 × 𝐴𝑎  ×  𝑅𝑎 ×  𝑃
𝑚𝑎  ×  𝐴 ×  𝑅 × 𝑃𝑎
 
 
– m: masa učinkovine (rosuvastatina), ma: masa sorodne snovi (nečistote L) 
– A: površina učinkovine, Aa: površina sorodne snovi 
– R: redčenje učinkovine, Ra: redčenje sorodne snovi 
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– P: čistost učinkovine v %, Pa: čistost sorodne snovi v % 
Iz faktorja odzivnosti lahko izračunamo tudi korekcijski faktor KF, ki je le njegova obratna 
vrednost. Tabela XXIII prikazuje podatke za izračun faktorja odzivnosti za nečistoto L. 
 
Tabela XXIII: izračun faktorja odzivnosti za nečistoto L 
 Rosuvastatin Nečistota L 
Čistost [%] 100 95 
  Paralelka 1 Paralelka 2 
Natehta [mg] 19,488 10,136 10,100 
Redčenje 20 20 20 
Površina [µVs] 37.518.141 10.051.597 9.989.570 
    
 Faktor odzivnosti (Fo) 0,54 0,54 
 Povprečje Fo 0,54 
 
Izračunali smo faktor odzivnosti 0,54, kar sovpada s prejšnjimi rezultati, ko so bile površine 
polovico manjše od pričakovanih. Upoštevanje faktorja odzivnosti je ključno pri končnih 
izračunih koncentracij, saj lahko nepoznavanje oziroma neupoštevanje faktorja privede do 
napačnih izračunov koncentracije. 
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6. Sklep 
Namen tega magistrskega dela je bila optimizacija metode za določanje vsebnosti nečistote 
L v vzorcu rosuvastatina. Optimizirana metoda ima več odlik: 
 
 Elucija nečistote L pred rosuvastatinom. Pogosto so glavni vrhovi zaradi svoje 
velikosti pozitivno nesimetrični, kar lahko oteži ali celo onemogoči določanje 
manjših vrhov, kot je na primer nečistota L. Z elucijo nečistote L pred rosuvastatinom 
se tej težavi izognemo. 
 Uporaba sodobnega UHPLC namesto tradicionalnega HPLC sistema. Prednosti 
UHPLC so nižji pretoki, s tem pa je povezana manjša poraba mobilnih faz. 
Dolgoročno in ob velikem številu analiz to pomeni pomembne finančne prihranke za 
laboratorije. 
 Uporaba metanola kot topila in sestavine mobilne faze namesto acetonitrila. 
Acetonitril je za približno četrtino dražji od metanola. Pred nekaj leti se je namreč 
pojavila svetovna kriza zaradi pomanjkanja acetonitrila (orkani v ZDA in olimpijske 
igre na Kitajskem), zato so njegove cene strmo narasle. 
 
 
Ustreznost nove metode smo potrdili z njeno validacijo, kjer smo ocenili nekaj ključnih 
validacijskih parametrov: natančnost in točnost, linearnost, meja vrednotenja, selektivnost, 
test filtracije, stabilnost vzorcev ter faktor odzivnosti. 
 
 
Le pri stabilnosti nečistote L smo naleteli na dvoumne rezultate, katerih razjasnitev bi 
zahtevala dodatne raziskave. 
 
 
Glede na uspešne rezultate validacije sklepamo na ustreznost optimizirane metode. 
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8. Priloge 
 
Priloga 1: kromatogrami natančnosti določanja rosuvastatina (6 ponovitev) 
 
 
Priloga 2: kromatogrami natančnosti določanja nečistote L (6 ponovitev) 
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Priloga 3: kromatogrami za določanje linearnosti nečistote L (0,05 %, 0,10 %, 0,15 %, 0,20 %, 0,25 %, 0,30 %, 
0,35 %, 0,40 %, 0,45 %, 0,50 %) 
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Priloga 4: kromatogrami vzorcev rosuvastatina z 0,05 %, 0,10 %, 0,15 %, 0,20 %, 0,25 % in 0,50 % dodatkom 
nečistote L 
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Priloga 5: kromatogrami vzorcev rosuvastatina z različnimi volumni zavrženega filtrata (0 do 8 mL) 
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Priloga 6: kromatogrami vzorcev nečistote L z različnimi volumni zavrženega filtrata (0 do 8 mL) 
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